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Adoptivna celična terapija z limfociti z izraženim himernim antigenskim receptorjem 
(CAR T) je od njene odobritve za zdravljenje akutne limfoblastne levkemije (ALL) in 
difuznega velikoceličnega B-limfoma (DLBCL) predmet številnih raziskav, ki so 
usmerjene v možnosti razširitve uporabnosti CAR T še na zdravljenje drugih rakavih 
bolezni. V okviru magistrske naloge smo želeli transpozonski plazmid, ki nosi zaporedje za 
himerni antigenski receptor, z metodami molekulskega kloniranja preurediti tako, da 
himerni antigenski receptor ne bi prepoznaval površinskih molekul CD19, pač pa molekule 
CD20. Tako bi limfociti T, v katere bi ta novi plazmid elektroporirali, s svojim 
citotoksičnim delovanjem še vedno prepoznavali predvsem maligne celice pri DLCBL in 
ALL, vendar pa bi bila njihova učinkovitost zaznave, zaradi večje gostote molekul CD20 
na teh celicah, bolj učinkovita. Pri našem delu smo uporabljali moderno metodo 
sestavljanje po Gibsonu (ang. Gibson assembly). Ugotovili smo, da sta bila plazmida, ki 
smo ju izbrali zaradi visokih deležev citozina in gvanina v zaporedjih,  ključnih za 
kloniranje in posledično tvorbo lasnic, neprimerna. Na osnovi naših izsledkov predlagamo 
alternativne pristope k tovrstnem kloniranju. 
KLJUČNE BESEDE 
Himerni antigenski receptor; sestavljanje po Gibsonu, molekulsko kloniranje, variabilni 
fragment enojne verige protitelesa scFvCD20, transpozon 
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Adoptive cell therapy with lymphoctes expressing chimeric antigen receptor (CAR) has 
been a subject of great interest since the approval of CAR-T therapy for treating acute 
lymphoblast leukaemia (ALL) and diffuse large B cell lymphoma (DLBCL), especially 
due to its potential of expansion to treat other malignancies. The intention of this masters 
thesis was to rearrange a plasmid, bearing a sequence for a chimeric antigen receptor with 
methods of molecular cloning in such a way, that the receptor would stop recognising 
CD19 antigen, but would instead be directed to CD20 molecules. After a succesful 
rearrangement, the lymphocites with an electroporated plasmid bearing such a sequence 
would still be mostly recognising ALL and DLCBL cells, but their efficiency of 
recognition would be much greater due to a higher density of CD20 molecules expressed 
on the surface of these malignant cells. For our work we used a modern technique of 
molecular cloning, the Gibson assembly. We concluded that the plasmids used for cloning 
were unsuitable for our work due to a large percentange of cytosine and guanine 
nucleotides present in their key sequences. Based on our conclusions we suggest 
alternative solutions for cloning. 
KEY WORDS 
Chimeric antigen receptor, Gibson assemby, molecular cloning, single chain variable 
fragment scFvCD20, transposon  
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% GC - odstotek gvaninskih in citozinskih baznih parov 
CAR – himerni antigenski receptor (ang. chimeric antigen receptor) 
CD – označevalec celične pripadnosti (ang. cluster of differentiation) 
CLL – kronična limfocitna levkemija (ang. chronic lymphocytic leukemia) 
DLCBL – difuzni velikocelični B-limfom ( ang. diffuse large cell B lymphoma) 
DMSO – dimetil sulfoksid 
DNA – deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
EF – elektroforeza 
GFP – zeleni fluorescenčni protein (ang. green fluorescence protein) 
ITR – obrnjene tandemske ponovitve (ang. inverted tandem repeats) 
kbp – kilobazni par 
LB – gojišče Luria-Bertani  
PCR –verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
rpm – vrtljaji na minuto (ang. rotations per minute)  
scFv – variabilni fragment enojne verige protitelesa (ang. single chain variable 
fragment) 
SOC – »super optimalno« gojišče za zaviranje katabolitov (ang. super optimal broth 
with Catabolite repression) 
Ta – temperatura, pri kateri se oligonukleotidni začetnik med verižno reakcijo s 
polimerazo poveže z verigo DNA, ki jo bomo pomnožili (ang. annealing temperature) 
TBE – Tris boratni pufer z EDTA 
Tm – temperatura, pri kateri oligonukleotidna začetnika nista v nobeni točki povezana 
med seboj (ang. melting temperature) 
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1.1. Himerni antigenski receptor (CAR) in CAR T celična terapija 
CAR T-celična terapija je ena od oblik adoptivnih celičnih terapij, pri kateri s pomočjo 
rekombinantnega receptorja CAR citotoksično celovanje CD8
+
  limfocitov T usmerimo na 
določen antigen, prisoten na bolnikovih rakavih celicah, ki jih želimo odstraniti.  Bolniku 
najprej s pomočjo levkafereze odvzamemo lastne limfocite T, ki jih nato izven telesa z 
raznimi oblikami genskega prenosa spremenimo tako, da začnejo izražati CAR, nakar jih 
namnožimo, prečistimo in nato vrnemo nazaj v njegov krvni obtok. Tam se s prepoznavo 
tarčnih antigenov aktivirajo in kot efektorske in spominske celice znižujejo tumorsko 
breme (1, 2). Prednost uporabe CAR pred T-celičnimi receptorji (TCR) je v tem, da so 
sposobni prepoznavati površinske antigene neposredno, neodvisno od njihove predstavitve 
v okviru molekul HLA, kar pomeni, da lahko prepoznavajo v proteasomu neprocesirane 
proteine, neodvisno od haplotipa HLA posameznika, poleg tega pa lahko, za razliko od 
TCR, prepoznajo tudi ogljikove hidrate, glikolipide in aberantno glikozilirane proteine (1, 
2). Zaradi neodvisnosti od molekul HLA pri prepoznavi antigena je preprečen tudi 
mehanizem pobega (ang. escape mechanism) v smislu imunske prepoznavnosti tumorskih 
celic (2).  V svojem delovanju CAR združujejo specifičnost antigenskega prepoznavanja 
monoklonskih protiteles in citotoksičnost CD8
+
 limfocitov T. (2) Z razvojem tehnologije 
CAR se je premostila še ena pomembna ovira, in sicer supresija delovanja lastnega 
imunskega sistema zoper lastne antigene, izražene na rakastih celicah, ki je posledica 
mehanizmov osrednje in periferne tolerance (1, 2).  
1.1.1. Zgradba himernega antigenskega receptorja 
Sestava CAR se je tekom razvoja nekoliko spreminjala. Prva generacija je bila sestavljena 
zgolj iz komponente ζ signalnega kompleksa CD3 TCR (Slika 1), ki vsebuje 
imunoreceptorski aktivacijski motiv na osnovi tirozina (ITAM;  ang. immunereceptor-
tyrosine-based-activation-motif) ter enega od receptorjev CD4, CD25 ali CD16, ter iz 
zunajceličnega variabilnega fragmenta enojne verige protitelesa (scFv,  ang. single chain 
variable fragment) za vezavo specifičnega haptena oz. antigena, (1).  ScFv je običajno 
sestavljen iz variabilnega dela težke (VH,  ang. variable heavy) in variablnega dela lahke 
verige (VL,  ang. variable light,) protitelesa, ki sta povezana s peptidnim distančnikom 
(ang. spacer), zgrajenim iz nekaj aminokislin (približno 15 aminokislinskih ostankov), ki 
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služijo zgolj povezovanju lahke in težke verige (2). Te prve generacije CAR niso bile 
sposobne sprožiti učinkovitega citokinskega odziva v tarčnih celicah in posledične delitve 
aktiviranih celic CAR T v odzivu na prisotnost interlevkina 2 (IL-2), kar je privedlo do 
ugotovitve, da bi bila potrebna dodatna prisotnost signalnega dela kostimulatornih molekul 
v strukturi himernaga receptorja. Tako je druga generacija CAR poleg komponente ζ 
signalnega kompleksa CD3 vsebovala še citoplazemsko signalno domeno enega od 
naslednjih kostimulatornih receptorjev: CD28, 4-1BB, DAP10, OX40 ali ICOS, kar je po 
prepozavi antigena zaradi dvojne signalizacije (Slika 1) omogočilo večjo obstojnost in s 
tem tudi učinkovitost limfocitov CAR T. Tretja generacija CAR  pa vsebuje kombinacije 
dveh od prej naštetih kostimulatornih molekul ter seveda komponento ζ signalnega 
kompleksa CD3 (Slika 1) (1).  
  
Slika 1: Tri generacije himernih antigenskih receptorjev, prirejeno po (2). 
 
1.2 CD20 kot tarčna molekula za celice CAR T  
Molekula CD20 je 33-37 kDA velik neglikoziliran protein, ki je specifično izražen le na 
površini normalnih in maligno spremenjenih limfocitov B, običajno v bližini molekul 
poglavitnega kompleksa histokompatibilnosti drugega razreda (MHC II, ang. major 
histocompatibility complex II,), kostimulatornih molekul CD40 in B-celičnih receptorjev 
(BCR) (3, 4). Njena vloga v delovanju limfocitov B še ni popolnoma jasna, v okviru več 
študij pa so ugotovili njeno vključenost v aktivacijo limfocitov B, pri čemer naj bi delovala 
kot kalcijev kanalček (5, 6). Molekula CD20 je prisotna na površinah skoraj vseh razvojnih 
stopenj limfocitov B, vse od poznih pre-limfocitov B, njeno izražanje pa je odsotno na 
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končno diferenciranih plazmatkah. Pri različnih malignih stanjih je obseg njene izraženosti 
na malignih B limfocitih različna. Tako jo v največji gostoti zaznamo na malignih celicah 
pri difuznem velikoceličnem B-limfomu in pri dlakastocelični levkemiji, najmanj gosto pa 
je izražena na celicah pri kronični limfocitni levkemiji (CLL,  ang. chronic lymphocytic 
leukemia) (4). Poleg tega je CD20 kot antigen zelo stabilen na površini celic, zato 
predstavlja idealno tarčo visoko specifičnih sodobnih ciljnih bioloških zdravil, kot so npr. 
monoklonska protitelesa in adoptivno aplicirane imunske celice, kamor uvrščamo tudi 
CAR T (3).  
1.2.1. Primerjava tarčnih molekul CD19 in CD20 
Obe površinski molekuli sta izraženi na površini celic B-celične linije in zato obe 
kandidatki za tarčno specifična zdravila za maligne B-celične bolezni. Odkrili so, da so 
molekule CD20 na malignih celicah izražene v večji gostoti kot CD19, po drugi strani pa 
so molekule CD19 prisotne bolj homogeno na vseh subpopulacijah rakavo spremenjenih 
limfocitov B.  Očitno je torej, da bi bila najbolj optimalna tista terapija, ki bi hkrati ciljala 
oba antigena (7).  
1.3. Tehnologija rekombinantne DNA 
Bistvo tehnologije rekombinantne DNA je tvorba 3'5' diesterskih vezi med fragmenti 
DNA in vektorji, taka novonastala DNA pa se nato lahko, po ustreznem genskem prenosu, 
pomnožuje v različnih gostiteljskih celicah (bakterijske, glivne in tudi nekatere druge 
evkariontske), pri čemer nastanejo ogromne količine novega DNA zaporedja oz. klonov 
DNA. V osnovi se na ta način poveže vektor, najpogosteje je to plazmidna DNA ali 
bakteriofag λ, z želenim zaporedjem DNA.  
Plazmidno DNA vsebujejo bakterije, glive in nekatere evkariontske celice ločeno od 
glavnega kromosoma. Ob podvojevanju DNA pred končno delitvijo celic se poleg 
kromosomske pomnoži tudi plazmidna DNA, zato imata hčerinski celici vsaka po en izvod 
vseh plazmidov, ki jih celica v tistem trenutku vsebuje. Plazmidi, ki se uporabljajo kot 
vektorji v tehnologiji rekombnantne DNA, so običajno krajši od tistih, ki so prisotni v 
naravi (cca 3kbp), vsebujejo pa le zaporedja, ki so nujna za kloniranje in sicer: mesto 
začetka podvojevanja (ORI,  ang. origin of replication,), gen za selektivni označevalec, in 
mesto, kamor lahko vnesemo vključke. Gen za selektivni označevalec nam omogoča, da 
lahko ločimo med bakterijskimi celicami, ki so prevzele transgen in  tistimi, ki ga niso. Tak 
označevalec je najpogosteje gen za encim, ki omogoča inaktivacijo antibiotika, npr. 
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ampicilina. DNA, ki jo lahko vstavimo v plazmidni vektor, je dolga od nekaj baznih parov 
pa vse do 20 kbp. Gensko spremembo bakterijske celice, ki je posledica privzema tuje 
DNA iz okolja in njenega izražanja, imenujemo transformacija (Slika 2). Ta običajno 
poteka v celicah bakterij vrste Escherichia coli, ki pa morajo biti predhodno obdelane z 
kalcijevim kloridom, da postanejo sposobne/kompetentne za transformacijo (8).  
 
Slika 2: Shematski prikaz klasičnega postopka kloniranja v bakterijah; prirejeno po (8). 
Opisana tehnologija nam poleg namnoževanja specifične rekombinantne molekule DNA 
omogoča tudi njeno izolacijo iz mešanice različnih rekombinantnih molekul DNA, ki 
nastanejo s povezovanjem vektorja in različnih fragmentov DNA. Na selektivnem gojišču 
namreč vsaka celična kolonija nastane iz ene same bakterijske celice, ki je prevzela 
plazmid s transgenom, zato je plazmidna DNA, ki jo izoliramo iz take kolonije, popolnoma 
homogena (8).  
Najbolj primitivno obliko kloniranja DNA izvedemo z različnimi restrikcijskimi encimi, 
t.i. restrikcijskimi endonukleazami. To so encimi, ki jih v naravi najdemo v bakterijskih 
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celicah in predstavljajo njihovo naravno zaščito pred vdorom tuje, npr. virusne DNA, saj 
so sposobni le-to razrezati na specifičnih 4-8 bp dolgih, t.i. restrikcijskih mestih in jo tako 
onesposobiti za njeno biološko funkcijo. Specifično aktivnost restrikcijskih encimov s 
pridom uporabljamo tako, da z istim encimom razrežemo tako vektor kot fragment DNA, 
ki ga želimo vključiti vanj. Pri tem lahko dobimo lepljive ali tope konce. V primeru 
lepljivih koncev, ko encim DNA ne odreže ravno, ampak je na 5' koncu zaporedje za nekaj 
nukleotidov daljše, se komplementarna dela enojne verige povežeta z vodikovimi vezmi, 
ob dodatku encima ligaze pa se verigi DNA dodatno povežeta še s kovalentno 3'5'  
fosfodiestersko vezjo. Če pa z restrikcijo pridobimo DNA s topimi konci, lahko fragmente 
DNA ponovno povežemo z ligazo, vendar pa mora biti koncentracija klonirane DNA v tem 
primeru večja (8). 
Metode sestavljanja DNA in kloniranja so do današnjih dni izrazito napredovale in zato 
imamo trenutno na razpolago številne možnosti za izbiro najbolj optimalne. Še vedno pa 
potekajo raziskave usmerjene v razvoj in optimizacijo metode, s katero bi lahko hkrati 
klonirali veliko daljše fragmente DNA, neodvisno od nuleotidnega zaporedja, z visoko 
zmogljivostjo in zanesljivostjo ter brez pojavljanja t.i. brazgotin (9).  
1.3.1. Kloniranje z metodo sestavljanja po Gibsonu 
Metoda sestavljanja po Gibsonu je bila zasnovana v dveh oblikah, in sicer bodisi v dveh 
korakih ali v enem, pri čemer se je kot najbolj uporabna izkazala slednja, enokoračna. Gre 
za izotermno reakcijo kloniranja, ki svoj učinek doseže v eni sami reakciji, z njo pa naj bi 
teoretično lahko sestavili neomejeno število fragmentov, v skupni velikosti do 583 kbp. V 
ta namen uporabimo reakcijsko mešanico, ki vsebuje tri različne encime: eksonukleazo T5, 
polimerazo (preferenčno polimerazo Phusion, lahko pa  tudi Taq-polimeraza) ter Taq-
ligazo. Pogoj za uspešnost reakcije je prisotnost DNA previsov na začetnih 
oligonukleotidih. Previs je del oligonukleotidnega začetnika, ki ne nalega na tarčno 
zaporedje, zato posledično dobimo na tej strani PCR produkta kratek 'repek' enoverižne 
DNA, z območji komplementarnosti s sosednjim fragmentom na tistih fragmentih DNA, ki 
jih bomo klonirali. Encim eksonukleaza poskrbi, da se na 5' koncu fragmenta DNA, ki ga 
želimo klonirati, nukleotidno zaporedje za nekaj nukleotidov skrajša, nato pa posledično na 
3' koncu nastane previs enoverižne DNA, in sicer v dolžini, ki smo jo v ta namen določili 
pri načrtovanju začetnega oligonukleotida, ali pa še nekoliko daljši, kar je odvisno od 
trajanja inkubacije pri 50 °C. Ta previs enoverižne DNA se z istim encimom tvori tudi na 
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drugem fragmentu DNA, ki se bo povezal s prvim in vsebuje zaporedje, komplementarno 
tistemu na previsu prvega fragmenta. Previsa enoverižne DNA se nato, v primeru, da se 
najdeta v reakcijski mešanici, povežeta z vodikovimi vezmi, encim polimeraza pa se nato 
prime prostega 3' konca DNA v tedaj še prisotni vrzeli v DNA in katalizira dopolnitev 
vzreli z nukleotidi, komplementarnimi tistim iz nalegajoče verige DNA sosednjega odseka. 
Na koncu reakcije pa encim ligaza Taq s kovalentno vezjo poveže nukleotida, pri katerem 
je polimeraza zaključila.  (10).  
Na prvi pogled se lahko zdi, da bi si aktivnosti dveh encimov v reakcijski mešanici, in sicer 
polimeraze in eksonukleaze, lahko nasprotovali, ker imata isti substrat, vendar pa temu ni 
tako. Polimeraza namreč prijemlje na 3' koncu DNA, eksonukleaza pa na njenem 5' koncu, 
zato ne tekmujeta med sabo za substrat in lahko reakcijo izvedemo v enem samem koraku 
(11). Izotermalna oblika te metode je primerna tudi za kloniranje krožne DNA, saj končni 
produkt ne predstavlja substrata za encime, prisotne v reakcijski mešanici, zato se nastali 
krožni produkti lahko med reakcijo neovirano kopičijo (12).  
 
Slika 3: Shematski prikaz metode sestavljanja po Gibsonu; prirejeno po (10). 
Metoda sestavljanja po Gibsonu je ena od tistih, ki so odvisne od delovanja encima ligaza.  
Je hitra in zelo uporabna metoda, njena slabost pa je, da ji učinkovitost močno pade pri 
tistih reakcijah kloniranja, kjer želimo sestaviti več kot 4 fragmente DNA hkrati. Znano je 
tudi, da postane kloniranje s to metodo precej problematično, ko želimo klonirati 
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promotorje, mesta za vezavo ribosomov ter terminatorje, in sicer predvsem zaradi njihovih 
sekundarnih struktur, visoke vsebnosti citozina in gvanina ter njunih številnih ponovitev v 
zaporedju. (9, 13).  
1.3.1.1 Načrtovanje začetnih oligonukleotidov 
Daleč najpomembnejši korak  kloniranja je načrtovanje začetnih oligonukleotidov. Pri tem 
moramo nameč upoštevati več smernic oz. priporočil. Tako je dobro, da dolžina začetnega 
oligonukleotida znaša nekje med 18 in 22 bp,oz. največ do 25 bp. Naslednji pomembni 
dejavnik je temperatura tališča (Tm) začetnega oligonukleotida, kar je neposredno 
povezano z deležem citozina in gvanina v njegovem zaporedju. Priporočljivo je, da je Tm 
med 52 in 58 °C, delež citozina in gvanina pa naj bi bil nekje med 40 in 60%. Vrednosti 
Tm >65°C  predstavljajo tveganje za nastanek sekundarnih struktur. Da oba začetna 
oligonukleotida, namenjena za pomnoževanje nekega fragmenta, disociirata in s tem 
postaneta na voljo za naleganje na tarčno DNA pri istih temperaturah, je pomembno, da se 
vrednosti njunih Tm razlikujeta za največ 2 °C, s čimer  vplivamo tudi na specifičnost 
pomnoževanja. Pri načrtovanju začetnih oligonukleotidov moramo biti pozorni tudi na 
temperaturo, pri kateri bodo ti nalegali na DNA, ki se bo pomnoževala. Če je ta prenizka, 
obstaja tveganje za nastanek nespecifičnih produktov, pri previsoki temperaturi naleganja 
pa bo hibridizacija med začetnim oligonukleotidom in DNA prešibka, kar bo imelo za 
posledico nižjo količino produkta PCR. Priporočljivo je tudi, da začetni oligonukleotid na 
3' koncu vsebuje sponko citozin-gvanin (GC). Ta nukleotida namreč med sabo tvorita 
močnejšo vez kot adenin in timin, kar ojača vezavo začetnega oligonukleotida, s tem pa 
tudi njegovo specifičnost. Izogibati se moramo tudi zaporedjem, ki lahko vsebujejo 
sekundarne strukture, kot so npr. lasnice ter hetero- in homodimeri. Negativno lahko na 
vezavo začetnega oligonukleotida vplivajo tudi določene nukleotidne ponovitve. Te bi 
morale biti omejene na največ 4 dinukleotidne ponovitve. Nenazadnje pa lahko 
nespecifični produkti PCR nastanejo tudi v primeru, če začetni oligonukleotid hkrati nalega 
na več enakih zaporedij znotraj posamezne molekule DNA, zato moramo preprečiti tudi to 
možnost (14, 15).  
1.4. Prenos genskega zapisa za CAR v limfocite 
Prenos zapisa DNA za CAR v tarčne limfocite T lahko izvedemo na več načinov: z 
elektroporacijo plazmidnih vektorjev ali vektorjev mRNA, s transfekcijo z virusnimi 
vektorji, npr. z lentivirusnimi ali gamaretrovirusnimi, pri čemer s slednjim dosežemo večjo 
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učinkovitost in trajnost izražanja (16, 17). Po drugi strani pa nam uporaba plazmidnih 
vektorjev omogoča varnejšo in mnogo cenejšo proizvodnjo ter s tem večje možnosti za 
testiranje več eksperimentalnih različic (18). Negativna stran uporabe virusnih vektorjev je 
predvsem nevarnost insercijske mutageneze, ki pa predstavlja, sicer v manjši meri kot pri 
virusih, težavo tudi pri uporabi plazmidnih transpozonskih vektorjev, npr. v kombinaciji z 
encimom transpozaza piggybac (18, 19). Poleg tega obstaja tudi možnost kontaminacije 
vektorskega produkta s patogenim virusom, iz katerega izhaja, nenazadnje pa je 
pomembno dejstvo tudi to, da je produkcija virusnih vektorjev precej draga (18, 19, 20). 
Slabost pri prenosu zaporedja DNA za CAR v celico s plazmidnim vektorjem ali z 
vektorjem mRNA je kratkotrajno episomalno izražanje transgena zaradi odsotnosti 
integracije DNA v genomsko DNA elektroporirane tarčne celice T, zaradi česar je 
potrebna večkratna aplikacija celičnega zdravila. (1). Pri uporabi virusnih vektorjev je 
nujno, da so celice, prejemnice transgena, mitotsko aktivne, saj imajo zato celično jedro 
dostopno za vneseno DNA (17). V praksi doseganje mitotske aktivnosti limfocitov T 
pomeni izzivanje njihove aktivacije, kar predstavlja dodatno podaljševanje časa 
proizvodnje zdravila. (21) Cilj raziskav na tem področju je razvoj vektorjev, ki bi se lahko 
tarčno vgradili v tisti del genoma limfocitov T, ki ne bo sprožal onkogeneze, sočasno pa bo 
omogočal doseganje visoke stopnje izražanja transgena (1, 15). Tarčno vgrajevanje DNA 
zaporedja v genom je trenutno sicer že možno z uporabo tehnologije CRISPR/Cas9, ki 
temelji na specifičnem prepoznavanju določenega odseka DNA s sgRNA (ang. single 
guide RNA), strukturno povezane z endonukleazo Cas9, ki na mestu prepoznave ustvari 
dvojnoverižni prelom molekule DNA (DSB, ang. double-stranded break), in sicer pod 
pogojem, da je poleg tarčnega odseka prisoten tudi motiv PAM (ang. protospacer adjacent 
motif). V tako nastalo vrzel v molekuli DNA se nato lahko s popravilnim mehanizmom, ki 
ga usmerja homologija (HDR, ang. homology directed repair) ali mehanizmom 
nehomolognega združevanja koncev (NHEJ, ang. non-homologous ends joining), vključi 
novo, želeno zaporedje DNA. Ta tehnologija bi torej lahko poleg samega tarčnega 
vključevanja zaporedja CAR v genom limfocitov T omogočila tudi serijsko proizvodnjo 
celic CAR T. Poleg tega bi z njo lahko ciljano odstranili zaporedja DNA z zapisom za 
endogeni TCR, s čimer bi preprečili pojav bolezni presadka zoper gostitelja (GVHD, ang. 
graft versus host disease), z odstranitvijo tistih, ki kodirajo molekule HLA razreda I, pa 
tudi zavrnitev s strani prejemnika celic CAR T (22, 23). 
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1.4.1. Transpozaza piggybac kot orodje za transdukcijo 
Transpozonski sistem s transpozazo predstavlja alternativno nevirusno metodo za 
transdukcijo T-limfocitov z molekulskimi konstrukti. Za razliko od uporabe virusnih 
vektorjev je ta sistem mnogo bolj ekonomičen in varnejši. Temelji na sistemu dveh 
plazmidov, ki ju hkrati elektroporiramo v tarčno celico. Prvi nosi zapis za encim 
transpozazo, drugi pa je transpozon in vsebuje zaporedje DNA, ki ga želimo vključiti v 
genom tarčnih celic (18). Namesto plazmida z zapisom za transpozazo lahko ta encim v 
celice dostavimo tudi v obliki vektorja mRNA ali pa kar samega proteina (15).  
Transpozaza na plazmidu s tarčnim zaporedjem DNA prepozna motiv znotraj obrnjenih 
tandemskih ponovitev (ITR, ang. inverted tandem repeats), kjer pride nato do izreza 
transpozonskega zaporedja iz plazmida, čemur sledi njegova vstavitev v naključna mesta v 
genomu tarčne celice, s  preferenco do tistih, ki vsebujejo zaporedje TTAA (18). Slabost 
opisanega sistema je razmeroma nizka učikovitost elektroporacije in s tem majhen 
količinski izkoristek produkta, zato je potreben še dodaten korak stimulacije tako 
transduciranih celic CAR z antigen predstavitvenimi celicami ter nato selekcija tistih, ki so 
pozitivne na izražanje transpozona (20). V primerjavi z virusnimi vektorji omogoča 
transpozonski sistem integracijo daljšega zaporedja DNA (do 8 kbp), pri tem pa je opazna 
zmanjšana učinkovitost transpozicije s povečevanjem dolžine vstavka (24).   
Magistrsko delo, Mirjam Krašna, Magistrski študijski program Laboratorijska biomedicina, 




2. NAMEN DELA 
Naš namen bo pripraviti plazmid, čigar produkt, izražen v tarčnih celicah, to je limfocitih 
T, bo namesto molekul CD19 na površini rakavo spremenjenih limfocitov B prepoznaval 
molekule CD20. S tem bi razširili uporabnost citotoksičnega delovanja celic CAR T na 
zdravljenje obolenj, kjer bi z odstranitvijo tarčnih celic, ki izražajo CD20, lahko dosegli 
remisijo.  
Odločili smo se, da bomo pri našem delu uporabljali metodo sestavljanja po Gibsonu. 
Plazmida, ki ju bomo uporabili pri našem delu, sta aCD19-CAR-3-GEN in scFvCD20 
Venus HisTag pFLAG. Prvi vsebuje zapis za himerni antigenski receptor (CAR) tretje 
generacije s citoplazemskima kostimulatornima domenama CD28 in 4-1BB, ki prepoznava 
molekule CD19. Najprej bomo za pomnoževanje s PCR uporabili vrsto polimeraze Taq, ki 
nima sposobnosti, da za sabo preverja ustreznost vstavljenih nukleotidov (nima funkcije 
»proofreading«), poleg tega pa je zmožna zanesljivo pomnožiti le odseke DNA velike do 
2kbp. Načrt poskusa smo zasnovali tako, da bomo za pomnoževanje plazmida aCD19-
CAR-3-GEN uporabili več parov začetnih oligonukleotidov, pri čemer ga bomo pomnožili 
v več delih in ob tem izključili tisti del, ki vsebuje zapis za CD19. Tako pridobljeni 
fragmenti plazmida aCD19-CAR-3-GEN se bodo nato med kloniranjem zaradi 
prekrivajočih se koncev začetnih oligonukleotidov ponovno zlepili skupaj. Za vstavek 
zaporedja za scFvCD20, ki ga nameravamo uvoziti iz plazmida scFvCD20 Venus HisTag 
pFLAG, pa bomo prav tako uporabili ustrezen set začetnih oligonukleotidov. Preskusili 
bomo več kombinacij različnih parov začetnih oligonukleotidov, ki bodo omogočali 
pomnoževanje različnih dolžin posameznih odsekov plazmida ACD19-CAR-3-GEN. 
Predvidevamo, da bomo pri pomnoževanju odsekov, zamejenih z začetnimi 
oligonukleotidi, ki bodo vsebobvali deleže citozina in gvanina (% GC), ki bodo >60%, 
imeli nekaj težav, zato bo potrebna optimizacija. Zaradi same strukture plazmida se namreč 
takim odsekom žal ne bomo mogli izogniti. Uspešnost reakcij PCR in samega kloniranja 
bomo preverjali z metodo agarozne elektroforeze, slednjo pa potrdili še z metodo 
sekvenciranja in restrikcijsko analizo.  
Ko bomo prišli do želenega molekulskega konstrukta, ga bomo, v kombinaciji s 
plazmidom, ki vsebuje zapis za transpozazo, elektroporirali  v limfocite T in spremljali 
izražanje CAR s pretočno citometrijo. 
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 Kloniranje bo potekalo brez večjih zapletov, saj bomo pri delu uporabljali komercialno 
dostopne reagenčne komplete. 
 Optimizacija reakcije PCR bo omogočila pomnoževanje odsekov, kjer bomo uporabili 
začetne oligonukleotide z deleži gvanina in citozina, ki bodo >60%,  
 Konstrukt se bo s pomočjo encima transpozaza brez težav integriral v genomsko DNA 
limfocitov T.  
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
3.1.1. Kemikalije 
Preglednica I: Seznam uporabljenih kemikalij. 
Ime Proizvajalec, kataloška 
številka 
Serijska številka 
kvasni ekstrakt Sigma, Y0500-500g 071M0047V 





agar (Select agar)  Sigma, A5054-250G SLBD4661V 
natrijev klorid Honeywell, 31434 / 
Agaroza Sigma, A9539 SLCD7453 
sterilna voda Braun 200648002 
sterilna voda Baxter, AZKF7114 / 
DMSO Sigma, D2650 126K2359 
gojišče SOC NEB, B9020S 10032899 
96% etanol  Sigma, 32294-1L SZBD2050V 
propan-2-ol Sigma, 19,076-4 S56162-089 
3.1.2. Reagenti in reagenčni kompleti 
 
Preglednica II: Seznam uporabljenih reagentov in reagenčnih kompletov. 
Ime Proizvajalec, kataloška številka Serijska številka  
barvilo za DNA Midori 
green DNA  
Nippon Genetics, MG04 390MG19127 
pufer 10  TBE, zelo 
čist 
Invitrogen, 15581-044 2038345 
reagenčni komplet za 
kloniranje z metodo 
sestavljanja po Gibsonu 
NEB, E5510S 10014100, 10042672, 
10058461 
mešanica reagentov za NEB, M5510A 10033505, 10056319 
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kloniranje z metodo 
sestavljanja po Gibsonu 
pozitivna kontrola 'NEB 
builder' 
NEB, N2611A 0131609, 10033510, 
10058495 
restrikcijski encim DpnI NEB, R0176S 10033039 
pufer »Cutsmart« NEB, B7204S 10061302, 3061804 
set kemikalij »Plasmid 
Midi kit« (25) 
QIAGEN, 12143 163038520 
set kemikalij FastGene 
Plasmid Mini Kit  




NEB, N0447L 10036375 
polimeraza DNA Q5 z 
visoko zanesljivostjo 
NEB, M0491L 10041934 
5 × reakcijski pufer Q5 NEB, B9027S 10046978 
ojačevalec polimeraze 
Q5 za območja z 
velikim deležem GC 
NEB, B9028A 10034782 
polimeraza Taq NEB, M0273S 10071652 
10 × standardni pufer za 
polimerazo Taq, brez 
MgCl2  




NEB, B9021S 10063529 
označevalec velikosti 
DNA 1kb (1kB DNA 
ladder) 
Fermentas Generuler, SM0311 00016170 
nanašalno barvilo Viola 
(6 ×) (gel loading dye 
purple, 6 ×) 
NEB, B7024S 10055732 
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Glikogen Invitrogen, AM9510 1201019 
set kemikalij za čiščenje 
produktov PCR in 
ekstrakcijo DNA iz 
agaroznega gela 
(Wizard® SV Gel and 
PCR Clean-Up System) 
Promega, A9281  
restrikcijski encim PstI NEB, R0140S 10051126 
NEBuffer™ 3.1 NEB, B7203S 10055576 
3.1.3. Laboratorijska oprema 
Preglednica III: Seznam uporabljene laboratorijske opreme. 
 
Vrsta opreme Proizvajalec, model 
Inkubator EHRET, BK4029 
stresalni inkubator Thermo Scientific, MAXQ 4000 
Centrifuge Heraeus sepatech Megafuge 1.0 
Eppendorf centrifuge 5804 R 
namizna centrifuga Eppendorf, miniSpin 
rotorja za centrifugo Ependorf A-4-44 
Eppendorf F-34-6-38 
aparatura za PCR Applied Biosystems, Veriti96 well 
thermal cycler 
vir napetosti za elektroforezo (EF) Bio-rad, Powerpac Basic 
mikrovalovna pečica Daewoo KOR 6D07 
sistem za vizualizacijo elektroforeznih 
gelov 
Analytik jena, UVP Biodoc it Imager 
kadička za elektroforezo Bio Rad, Wide Mini-Sub Cell GT Cell 
Digestorij Labonco 
komora z laminarnim tokom zraka LaminAir, HBB 2448 
termo blok BioSan, TS-100C 
vibracijski mešalnik STARLAB, Vortex IR 
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UV – Vis spektrofotometer Eppendorf, BioPhotometer, 8,5 mm 
precizna tehtnica G&G, PLC-6 
namizni avtoklav CertoClav, CV EL 12L 
Pipete Eppendorf research plus, 0,1-2uL, 10uL, 
10-100uL, 20-200uL, 100-1000uL 
Lambda, 0,1-2uL, 10uL, 10-100uL, 20-
200uL, 100-1000uL 
Pipetor Integra  Biosciences, Pipetboy2 
3.1.4. Laboratorijski pribor 
Preglednica IV: Seznam uporabljenega laboratorijskega pribora. 
Vrsta materiala Proizvajalec, model 
Petrijevke Anicrin, A5-00.40.18PAC 
Erlenmajerice Duran, 500 mL, 2000 mL 
Steklenice VWR, 250 mL 
Čaše Pyrex, 100 mL, 500 mL 
zanka za inokuliranje  Fisher scientific, 22-363-604 
Kivete Eppendorf, UVette® 220 nm – 1,600 nm 
Centrifugirke VWR Centrifuge tube, 525-0606 
Mikrocentrifugirke Eppendorf, DNA LoBind Tubes 5,0 mL, 
1,5 mL, 0,5 mL 
mikrocentrifugirke za PCR Fisherbrand
TM
, 0,2 mL 
nastavki za serološke pipete FALCON, 1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL, 25 
mL, 50 mL 
nastavki za avtomatske pipete Eppendorf, Dualfilter 10ul, 200 uL, 1000 
uL 
pH - indikatorski lističi MERCK, 1.09557.0001 
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3.1.5. Začetni oligonukleotidi 
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CAR_4_brez_Kozaka_ TAAGCAGA aCD19- pcDNA3 GFP 57,24 55,54% 75°C 
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*vir: NEB - kalkulator lastnosti začetnih oligonukleotidov (25); velja za območje začetnega oligonukleotida, ki 
nalega na tarčno zaporedje, brez območja prekrivanja. 
**Svetlomodri del zaporedja začetnega oligonukleotida predstavlja del prekrivajočega se zaporedja na sosednjem 
kloniranem odseku. 
3.1.6. Biološki material 
Plazmidi  
Uporabili smo 4 različne plazmide: aCD19-CAR-3-GEN, pcDNA3, pcDNA3 GFP in 
scfbCD20 scFvCD20 Venus HisTag pFLAG pFLAG (Slika 4) . Vse so nam poklonili na 
Kemijskem inštitutu. 
  
Slika 4: shematski prikaz plazmida aCD19-CAR-3-GEN 
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Slika 5: shematski prikaz plazmida scFvCD20 Venis HisTag pFLAG 
 
Slika 6: shematski prikaz plazmida pcDNA3 
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Slika 7: shematski prikaz plazmida pcDNA3-GFP 
Bakterijski sevi  
Za namnoževanje plazmidov, ki so bili vir kloniranih zaporedij DNA, smo izbrali 
bakterijski sev E. coli DH5α (Zavod RS za transfuzijsko medicino), za namnoževanje 
novih konstruktov pa smo uporabili sev DH5α, ki smo ga dobili v reagenčnem kompletu za 
kloniranje z metodo sestavljanja po Gibsonu (NEB, C2987I). 
3.1.7. Priprava gojišč za gojenje bakterij 
Za 1 L tekočega gojišča Luria-Bertani (LB) smo zatehtali 10 g triptona, 10 g NaCl in 5 g 
kvasnega ekstrakta, sestavine prenesli v 2 L erlenmajerico in volumen z destilirano vodo 
dopolnili  do oznake 1 L. Ustje erlenmajerice smo prekrili z aluminijasto folijo in gojišče 
sterilno avtoklavirali v namiznem avtoklavu, in sicer 20 min pri 125 °C. Ko se je gojišče 
ohladilo, smo mu s 5M raztopino NaOH umerili vrednost pH na 7, kar smo preverili s pH 
lističi, in mu dodali ampicilin (100 mg/mL), do koncentracije 100 µg/mL. Za 0,25 L 
trdnega gojišča LB pa smo zatehtali 2,5 g triptona, 2,5 g NaCl, 1,25 g kvasnega ekstrakta 
in 15 g agarja, ter vse natehte prestavili v 500 mL erlenmajerico in volumen z destilirano 
vodo dopolnili do oznake 250 mL. Erlenmajerico smo zamašili s staničevino in pustili, da 
je gojišče v mikrovalovni pečici vrelo približno 5 minut. Nato smo mu takoj preverili pH in 
ga po potrebi naravnali na vrednost 7 s 5 M NaOH. Ko se je gojišče ohladilo na približno 
50 °C, smo mu dodali ampicilin do koncentracije 100 µg/mL, na koncu pa ga prelili v 
sterilne petrijevke (20 mL/petrijevko). 
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3.2.1 Načrtovanje začetnih oligonukleotidov 
Za načrtovanje začetnih oligonukleotidov za kloniranje z metodo sestavljanja po Gibsonu 
smo uporabljali  temu namenjeno spletno bioinformacijsko orodje oz. program Genome 
Compiler (26).  Uporabniku omogoča takojšnje izračune pomembnih parametrov želenega 
začetnega oligonukleotida in s tem pospeši in optimizira njegovo načrtovanje. Program 
najprej zahteva, da vanj vnesemo zaporedje ogrodja novega kloniranega konstrukta (ang. 
backbone), pri čemer je to ogrodje lahko kakršna koli oblika DNA. Obseg zaporedja DNA 
iz ogrodja, ki ga želimo vključiti v konstrukt, omejimo z ustreznimi začetnimi 
oligonukleotidi. Pri naših poskusih, kjer smo želeli vstaviti gen za scFvCD20 neposredno v 
plazmid aCD19-CAR-3-GEN, ki že vsebuje zapis za CAR, smo kot ogrodje uporabili le-
tega. V primerih, ko smo smo dodali še en vmesni korak kloniranja celotnega zaporedja 
CAR v plazmid pcDNA3 oz. pDNA3 GFP, pa je ogrodje predstavljal plazmid pcDNA3 oz. 
pcDNA3 GFP. Točen položaj začetnih oligonukleotidov je bil poleg okvirne postavitve 
glede na tarčno zaporedje na našem plazmidu odvisen tudi od tega, ali sta začetna 
oligonukleotida, s katerima smo nameravali pomnožiti določeno ogrodje, ustrezala 
kriterijem, ki smo jih navedli v poglavju Uvod. V naslednjem koraku pa smo na izbrano 
ogrodje začeli dodajati vstavke (ang. inserts). Postopek omejevanja odseka (vstavka), ki 
smo ga želeli dodati, je bil enak kot pri omejevanju zaporedja za ogrodje, a s to razliko, da 
smo lahko dodali več vstavkov. V prvem poskusu smo se sestavljanja konstrukta najprej 
lotili s tremi vstavki. Dva sta bila še del plazmida, ki je predstavljal naše ogrodje 
(zaporedje za ogrodje je bilo v tem primeru krajše), tretji pa je bil vstavek iz plazmida 
scFvCD20 Venus HisTag pFLAG, ki je vseboval zaporedje za scFvCD20. Poskus smo 
nadaljevali z dodatkom dveh vstavkov, pri čemer je bil eden del ogrodja, drugi pa iz 
plazmida scFvCD20 Venus HisTag pFLAG. V drugem delu poskusov pa smo za vstavek 
izbrali tisti del plazmida aCD19-CAR-3-GEN, ki je vseboval celotno zaporedje za CAR. V 
naslednjem koraku moramo v programu določiti še parametre za zaporedje začetnega 
oligonukleotida, ki se bo prekrivalo s sosednim odsekom novega konstrukta (ang. 
overhung). Definirati moramo dolžino prekrivajočega se zaporedja, temperaturo njegovega 
tališča ter položaje, na katerih želimo imeti prekrivanje. Dolžino prekrivajočega dela 
začetnega oligonukleotida smo omejili na dolžino med 25 in 35 bp, temperaturo tališča pa 
lahko do neke mere prilagodimo dejanskemu stanju zaporedja, npr., če imamo v njem velik 
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delež GC, tarčno Tm nekoliko zvišamo, v vsakem primeru pa mora biti nekje okrog od 50 
°C. V začetnih oligonukleotidih, ki nam jih je program oblikoval, smo nato preverili še 
morebitno tvorbo lasnic ter homo- in heterodimerov med njimi. Pri tem smo si pomagali s 
spletnim orodjem OligoAnalyzer Tool, ki ga kot prosto dostopnega ponuja podjetje ITD. 
Dopustili smo prisotnost lasnic, ki bi imele vrednost Tm nižjo od temperature, pri kateri je 
potekalo naleganje začetnih oligonukleotidov v reakciji PCR. Če je bila lasnica prisotna v 
predelu začetnega oligonukleotida, kjer se je ta prekrival z zaporedjem sosednjega odseka 
na novem konstruktu, pa je morala biti vrednost njeneTm<50 °C. Začetne oligonukleotide 
smo naročali pri podjetju ITD. 
3.2.2. Pomnoževanje plazmidne DNA z metodo PCR s padajočo temperaturo naleganja (ang. 
touchdown PCR) 
 
Za metodo PCR s padajočo temperaturo naleganja smo se odločili zato, da bi zmanjšali 
število nespecifičnih produktov in se tako izognili koraku čiščenja namnožene DNA pred 
kloniranjem.  Temperaturo naleganja začetnih oligonukleotidov smo v vsakem ciklu 
zmanjševali (za 0,3 °C). V vseh poskusih smo tarčne odseke DNA pomnoževali v 35 
ciklih, ciljno določeno temperaturo naleganja začetnega oligonukleotida na tarčno DNA pa 
smo dosegli v zadnjih ciklih. Pogoje reakcije v cikličnem termostatu smo optimizirali 
glede na uporabljene začetne oligonukleotide, dolžino odseka DNA, ki smo ga 
pomnoževali, ter uporabljeno polimerazo DNA. V Preglednicah VI - VIII so zbrani podatki 
o specifičnih pogojih vseh reakcij PCR, ki smo jih izvedli za pomnoževanje tarčnih 
zaporedij za namen kloniranja. 





















Backbone_1_Forward 65 °C, 
69 °C, 
73 °C 






Backbone_2_Forward 64 °C, 
68 °C, 
72 °C 
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Backbone_3_Forward 66 °C, 
70 °C, 
74 °C 






Insert_Forward 61 °C, 
65 °C, 
69 °C 
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*Ta : ang. annealing temperature; temperatura, pri kateri začetni oligonukleotidi nalegajo na enoverižno 
DNA  
** produkte PCR smo uporabili v poskusu, kjer smo ogrodje pomnožili v treh delih, vstavek v enem in jih 
nato z reakcijo sestavljanja po Gibsonu združili v plazmid 3xaCD19-CAR-3-GEN + scFvCD20 
*** produkte PCR smo uporabili v poskusu, kjer smo v enem koraku pomnožili 1. in 2. odsek plazmida 
aCD19-CAR-3-GEN z istimi začetnimi oligonukleotidi kot v prvem poskusu (3xaCD19-CAR-3-GEN + 
scFvCD20) in ga z reakcijo sestavljanja po Gibsonu združili s 3. odsekom ter vstavkom. 
**** produkte PCR smo uporabili v poskusu, kjer smo pcDNA3 z reakcijo sestavljanja po Gibsonu združilli z 
zaporedjem za CAR s Kozakovim zaporedjem 
***** produkte PCR smo uporabili v poskusu, kjer smo plazmid pcDNA3 z reakcijo sestavljanja po Gibsonu 
vključili zaporedje za CAR brez Kozakovega zaporedja 
****** produkte PCR smo uporabili v poskusu, kjer smo v plazmid pcDNA3 GFP z reakcijo sestavljanja po 
Gibsonu vključili zaporedje za CAR s Kozakovim zaporedjem 
******* produkte PCR smo uporabili v poskusu, kjer smo v plazmid pcDNA3 GFP z reakcijo sestavljanja po 
Gibsonu vključili zaporedje za CAR brez Kozakovega zaporedja 
 
Preglednica VII: Pogoji reakcije PCR, specifični za uporabljeno polimerazo DNA. 
Število ciklov Korak Polimeraza Taq  Polimeraza Q5  
1 začetna denaturacija DNA 95 °C, 3 min 98 °C, 30 s 
35 





reakcijo, 30 s 
Temperaturno 
specifično za 
reakcijo, 30 s 
podaljševanje DNA 72 °C, časovno 
specifično za 
reakcijo 





72 °C, 15 min 72 °C, 2 min 
1 ustavitev reakcije ∞, 4 °C ∞, 4 °C 
 
Preglednica VIII: Količine uporabljenih reagentov pri posameznih reakcijah PCR. 
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Polimeraza Taq polimeraza Q5 HiFi polimeraza 
DNA 7,2 pg 7,2 pg 
začetni oligonukleotid 1 
(c= 10 µM) 
1 µL 2,5 µL 
začetni oligonukleotid 2 
(c= 10 µM) 
1 µL 2,5 µL 
Polimeraza 0,25 µL 0,5 µL 
polimerazni pufer 5 µL (10 × pufer) 10 µL (5 × pufer) 
dNTP 1 µL 1 µL 
MgCl2 4 µL / 
ojačevalec QC 10 µL * 10 µL* 
sterilna destilirana voda 
(Braun) 
do 50 µL do 50 µL 
* dodali smo ga le v primeru, ko je bil delež citozina in gvanina v začetnem oligonukleotidu >65 %. 
3.2.3. Ločevanje produktov PCR z agarozno gelsko elektroforezo 
Produkte PCR smo ločeili z elektroforezo v 1% agaroznem gelu, ki smo ga pripravili z 
raztapljanjem 1,6 g agaroze v 160 mL pufra 1× TBE. Raztapljanje smo dosegli s 
segrevanjem v mikrovalovni pečici (700 W, 5 minut, oz.dokler ni bilo več vidnih delcev 
agaroze). Ko se je raztopljena agaroza ohladila na približno 80 °C, smo ji dodali še 5 µL 
barvila za DNA Midori Green. Agar smo vlili v modelček, odstranili morebitne zračne 
mehurčke, ki so nastajali od prelivanju in pustili, da se je strdil. Nato smo v žepke za nanos 
vzorcev odpipetirali približno po 10 pg DNA v volumnu, preračunanem glede na 
izmenjeno koncentracijo DNA, pomešane z enakim volumnom nanašalnega barvila Viola 
6 ×. V robne žepke smo nanesli po 1 µL 1 kb označevalca standardnih velikosti DNA, prav 
tako z enakim volumnom  prej omenjenega nanašalnega barvila. Za ločevanje DNA smo 
uporabili enosmerno napetost (110 V) in postopek elektroforeze izvajali 35 minut, v 
primerih ko je bila ločba fragmentov označevalca velikosti DNA po tem času še 
nezadostna, pa smo ta čas podaljšali na 45 minut. Vizualizacijo in fotografiranje gelov z 
ločenimi fragmenti DNA smo izvedli z napravo Analytik Jena (UVP Biodoc it Imager). Po 
osvetljevanju gela z lučko UV pri valovni dolžini 270 nm smo detektirali fluorescenco pri 
530 nm. Agarozne gele smo slikali v najkrajšem možnem času po izvedbi elektroforezne  
ločbe, da ne bi prišlo do difuzije DNA iz ločenih pasov v okolico v gelu.  
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3.2.4. Spektrofotometrično določanje koncentracije DNA 
Koncentracijo DNA smo določali s spektrofotometrom UV-Vis BioPhotometer, 8,5 mm 
(Eppendorf). Vzorce DNA smo pred meritvijo redčili z ultra čisto vodo v razmerju 2:50 in 
tako pripravili 50 µL volumne, kar je minimalna količina, ki jo lahko merimo s tem 
spektrofotometrom. Tiste vzorce DNA, ki so bili pred meritvami shranjeni na -80 °C, smo 
pred redčenjem na sobni temperaturi stresali z vibracijskim mešalom pri minimalnim 
obratih, da se je DNA dobro raztopila. Koncentracije smo merili v plastičnih kivetah 
(Eppendorf UVette® 220 nm, 1,600 nm). Pred merjenjem smo vzorce DNA dobro 
premešali na vibracijskem mešalniku. Pri meritvah nas je poleg koncentracije zanimala 
tudi kakovost DNA oz. delež DNA glede na v vzorcu prisotne proteine. Želeli smo, da bi 
bila razmerja absorbanc pri 260 nm in 280 nm (260nm/280nm) v območju med 1,7 in 2,0. 
Za slepi kontrolni vzorec smo uporabili 50 µL ultra čiste vode. Vse vzorce smo izmerili v 
triplikatih.  
3.2.5. Restrikcija produkta PCR z encimom DpnI 
Produkt PCR smo pred kloniranjem obdelali z restrikcijskim encimom DpnI (NEB), da bi 
se znebili plazmidov, ki so nam služili za pomnoževanje odsekov DNA, in zmanjšali lažno 
pozitiven rezultat ozadja, ki bi ga dobili po kloniranju in transformaciji DNA v 
kompetentne celice. Encim DpnI namreč selektivno reže samo metilirano zaporedje DNA. 
Z 10 µL pipeto smo v 500 µL mikrocentrifugirko prenesli 8 µL produkta PCR, 1 µL pufra 
»Cutsmart« za restrikcijski encim in 1 µL restrikcijskega encima DpnI. Restrikcija je 
potekala pri 30 minut 37 °C v laboratorijskem inkubatorju, sledila pa ji je še deaktivacija 
encima, in sicer 20 minut pri 80 °C v termobloku. Tako obdelano DNA smo lahko potem 
shranili na -20 °C ali pa jo nemudoma uporabili za nadaljnje delo.  
3.2.6.   Sestavljanje po Gibsonu 
Uporabili smo set kemikalij in se držali navodil proizvajalca (27). Najprej smo s pomočjo 
naslednje enačbe izračunali količino DNA, ki smo jo potrebovali za reakcijo.  
𝑛[𝑝𝑚𝑜𝑙] =
𝑚𝑎𝑠𝑎 [𝑛𝑔]𝑥 1000
š𝑡 𝑏𝑎𝑧𝑛𝑖ℎ 𝑝𝑎𝑟𝑜𝑣 𝑥 650 𝐷𝑎
 
Koncentracijo DNA smo izmerili po obdelavi z restrikcijskim encimom DpnI. Količina 
DNA, ki je ustrezala priporočilom proizvajalca in smo jo uporabili za kloniranje, je bila 
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ena od spremenljivk, ki smo jih preskušali. Volumen vsake od reakcijskih zmesi je bil 20 
µL, pri čemer pa količina vzorca DNA, ni smela presegati 10 µL. Preostalih 10 µL 
reakcijske zmesi je predstavljal reagent Gibson Assembly Master Mix (NEB), ki vsebuje 
encime T5 eksonukleaza, Phusion DNA polimeraza in Taq DNA ligaza ter dNTP. 
Odmerjanje alikvotov DNA in reagentov v 500 µL mikrocentrifugirke smo izvedli na ledu. 
Pri vsakem poskusu smo na enak način izvedli tudi sestavljanje pozitivne kontrole iz seta 
kemikalij. Reakcije sestavljanja so potekale v termobloku, ki smo ga predhodno segreli na 
50 °C, in sicer 1 uro, neodvisno od količine odsekov, ki smo jih sestavljali.   
Izveli smo 6 reakcij sestavljanja. V prvi reakciji smo združevali produkte PCR 
Backbone_1, Backbone_2, Backbone_3 in Insert (glej Preglednica VI). Uporabili smo 390 
ng produkta Backbone_1, 432 ng produkta Backbone_2, 339 ng produkta Backbone_3 in 
119 ng produkta Insert, kar je skupno znašalo 0,4 pmol DNA. DNA smo pred reakcijo 
sestavljanja po Gibsonu obdelali z restrikcijskim encimom DPNI. Nove konstrukte smo s 
transformacijo vstavili v E.coli, sev DH5α (NEB). Shemo pričakovanega novega 
konstrukta 3xaCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20 vidimo na Sliki 8. 
 
Slika 8: Shema pričakovanega novega konstrukta 3xaCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20 z 
označenimi mesti naleganja začetnih oligonukleotidov 
V drugi reakciji kloniranja je bil naš želeni končni produkt plazmid 2xaCD19-CAR-GEN-
3+scFvCD20, katerega shemo vidimo na Sliki 9. Za reakcijo smo uporabili 460 ng 
produkta PCR Backbone_1+2, 569 ng produkta PCR Backbone_3 ter 200 ng produkta 
PCR Insert (glej Preglednica V). Skupno smo v reakcijo vnesli 1 pmol DNA. DNA smo 
pred reakcijo sestavljanja po Gibsonu obdelali z restrikcijskim encimom DPNI, nove 
konstrukte pa nato s transformacijo vstavili v E.coli DH5α (NEB). 
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Slika 9: Shema pričakovanega novega konstrukta 2xaCD19-CAR-GEN-3+scFvCD20 z 
označenimi mesti naleganja začetnih oligonukleotidov 
S prvo od reakcij iz drugega sklopa poskusov smo želeli priti do konstrukta 
pcDNA3+CAR_Kozak (Slika 10). Uporabili smo 200 ng produkta PCR pcDNA3_Kozak in 
600 ng produkta PCR CAR_1_Kozak (glejte Preglednico V), skupno 0,5 pmol DNA. Oba 
produkta PCR smo predhodno obdelali z restrikcijskim encimom DPNI, konstrukte pa s 
transformacijo vstavili v E.coli DH5α (NEB). 
  
Slika 10: Shema pričakovanega novega konstrukta pcDNA3+CAR_Kozak z označenimi mesti 
naleganja začetnih oligonukleotidov 
Z drugo od reakcij iz drugega sklopa poskusov smo sestavili konstrukt 
pcDNA3+CAR_brez_Kozaka (Slika 11). Uporabili smo 589 ng produkta PCR 
pcDNA3_brez_Kozaka in 409 ng produkta PCR CAR_2_brez_Kozaka (glejte Preglednico 
V), skupno 0,5 pmol DNA. Oba produkta PCR smo predhodno obdelali z restrikcijskim 
encimom DPNI, konstrukte pa s transformacijo vstavili v E.coli DH5α (NEB). 
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Slika 11: Shema pričakovanega novega konstrukta pcDNA3+CAR_brez_Kozaka z 
označenimi mesti naleganja začetnih oligonukleotidov 
Z naslednjo reakcijo smo želeli pridobiti konstrukt pcDNA3_GFP+CAR_Kozak. (Slika 
12). Uporabili smo 669 ng produkta PCR pcDNA3_GFP_Kozak in 406 ng produkta PCR 
CAR_3_Kozak (glej Pregledica V), skupno 0,5 pmol DNA. Oba produkta PCR smo 
predhodno obdelali z restrikcijskim encimom DPNI, konstrukte pa s transformacijo vstavili 
v celice E.coli DH5α (NEB). 
  
Slika 12: Shema pričakovanega novega konstrukta pcDNA3_GFP+CAR_Kozak z označenimi 
mesti naleganja začetnih oligonukleotidov 
Z zadnjo reakcijo smo nameravali pridobiti konstrukt pcDNA_3_GFP+CAR_brez_Kozaka 
(Slika 13). Uporabili smo 668 ng produkta PCR pcDNA3_GFP_Kozak in 398 ng produkta 
PCR CAR_4_brez_Kozaka (glej Preglednica V), skupno 0,5 pmol DNA. Oba produkta 
PCR smo predhodno obdelali z restrikcijskim encimom DPNI, konstrukte pa s 
transformacijo vstavili v celice E.coli DH5α (NEB). 
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Slika 13: Shema pričakovanega novega konstrukta pcDNA3_GFP+CAR_brez_Kozaka z 
označenimi mesti naleganja začetnih oligonukleotidov 
3.2.7. Transformacija s toplotnim šokom  
Produkt kloniranja smo vstavili v kompetentne celice DH5α, ki smo jih dobili v kompletu 
za kloniranje s sestavljanjem po Gibsonu. Kompetentne celice, shranjene v 
mikrocentifugirkah na  -80°C,  smo vzeli iz zamrzovalnika tik pred transformacijo in jih za 
nekaj trenutkov položili na led. Celicam na ledu smo nato dodali  2 µL produkta reakcije 
sestavljanja po Gibsonu oz. pozitivne kontrole in jih inkubirali še 30 minut. Sledila je 
njihova  transformacija s toplotnim šokom, pri čemer smo mikrocentrifugirke s celicami z 
ledu prenesli v termoblok, ogret na 42 °C, in jih inkubirali 30 sekund. Nato smo jih 
ponovno vrnili na led in jih tako inkubirali še 5 minut. Celicam smo po tem dodali 950 µL 
na 37 °C segretega gojišča SOC za preraščanje, mikrocentrifugirke zatesnili s parafilmom 
in jih za 60 minut postavili v stresalni inkubator, ki smo ga predhodno segreli na 37 °C. 
Namnožene celice smo nato v centrifugi Heraeus sepatech Megafuge 1.0 centrifugirali 10 
minut na 1500  g, odlili supernatant,  usedlino v mikrocentrifugirki pa dobro premešali z 
aspiriranjem v 200 uL pipeto ter jo prenesli na petrijevko z gojiščem LB z dodatkom 
ampicilina v koncentraciji 100 µg/mL. Celice smo po celotni površini petrijevke z 
gojiščem razporedili z inokulacijsko zanko in jih inkubirali 24 ur v inkubatorju (EHRET) 
na 37 °C. Če je bila transformacija uspešna, so po 24 urah na gojišču zrastle kolonije.  
3.2.8. Pomnoževanje transformiranih bakterij 
Pomnoževanje transformiranih bakterij za nadaljnjo izolacijo DNA s setom MIDI prep je 
potekalo dva dni. Pomnoževanje je bilo namenjeno pridobitvi zadostnih količin plazmidne 
DNA, iz katere smo nato s pomočjo reakcije PCR pomnožeili tarčna zaporedja, ter 
pomnoževanju pripravljenih konstruktov. Prvi dan po transformaciji smo posamezno 
celično kolonijo, ki je zrastla v petrijevki, s konico 10 µL pipetnega nastavka prenesli v 50 
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µL centrifugirko, ki je vsebovala 10 mL tekočega gojišča LB z ampicilinom.  
Centrifugirko smo nato delno zaprli tako, da smo navojni pokrovček pustili odvit za en 
vrtljaj, jo pričvrstili v mešalni inkubator, ogret na 37 °C, in celice tako gojili 24 ur pri 250 
vrtljajih na minuto (ang. rpm). Po 24 urah smo gojišče s celicami iz centrifugirke prelili v 
200 mL stekleno posodo s teflonskim pokrovčkom, ki je vsebovala 100 mL tekočega 
gojišča LB z ampicilinom. Posodo smo s pokrovčkom, odvitim za en vrtljaj, pričvrstili v 
mešalni stresalnik, ogret na 37 °C, in celice ponovno gojili 24 ur pri 250 rpm. 
3.2.9 Izolacija DNA 
Celice DH5α z namnoženo pDNA v gojišču LB smo iz vsake steklenice najprej premestili 
v po dve 50 mL centrifugirki, nato pa vse centrifugirke centrifugirali 15 minut na 4000 g. 
DNA smo izolirali s kompletom MIDI prep (QIAGEN), skladno z navodili proizvajalca. 
Celično usedlino  smo po centrifugiranju resuspendirali, celice lizirali in nato lizirajoči 
pufer nevtralizirali. Sledilo je dvakratno centrifugiranje pri 4 °C z vmesnim precejanjem 
skozi celično sito s porami velikosti 70 µm. Nato smo vsak supernatant nanesli na kolono 
proizvajalca, DNA, zadržano na koloni pa ustrezno čistili in jo eluirali ter nato eluate 
oborili v izopropanolu z dodatkom 8 µL raztopine glikogena. Sledilo je centrifugiranje, po 
tem pa smo usedlini dodali 70% etanol, jo  ponovno centrifugirali in na koncu previdno 
raztopili v ultra čisti vodi. 
Pri prvi uspešni transformaciji konstruktov kloniranja smo pri izolaciji DNA uporabili 
Mini PREP proizvajalca Nippon (FastGene Plasmid Mini Kit) in upoštevali navodila 
proizvajalca.  
3.2.10. Restrikcijska analiza vzorcev plazmidne DNA  
To metodo smo uporabili za reševanje težav s ponovljivostjo rezultatov reakcij PCR, v 
nekaterih primerih pa tudi kot prvo stopnjo potrjevanja uspešnosti kloniranja novih 
konstruktov. Pri reševanju težav s ponovljivostjo rezultatov reakcij PCR smo  izvorni 
vzorec plazmidne DNA plazmidov aCD19-CAR-3-GEN in scFvCD20 Venus HisTag 
pFLAG primerjali z vzorci, ki smo jih namnožili in izolirali sami. Vzorce, ki smo jih želeli 
primerjati med seboj, smo v eni reakciji sočasno obdelali z dvema restrikcijskima 
encimoma, in sicer EcoRV in PstI (NEB), v pufru NEB 3.1. Encim PstI smo uporabili tudi, 
ko smo preverjali uspešnost kloniranja v prvem delu poskusa. V reakcijsko zmes smo 
dodali po 1 µL restrikcijskega encima, preračunali volumen DNA tako, da je vseboval 1 µg 
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DNA, dodali 5µL  pufra NEB 3.1 10 × in vsebino dopolnili z ultra čisto vodo do volumna 
50 µL. Restrikcijsko mešanico smo v inkubatorju EHRET najprej inkubirali 1h na 37 °C, 
nato pa encima deaktivirali z 20 minutno inkubacijo na 80 °C v predhodno segretem termo 
bloku. Vzorce DNA smo po restrikciji ločili z elektroforezo na agaroznem gelu in nato 
analizirali dolžine nastalih fragmentov. 
Nove konstrukte smo, skladno s priloženimi navodili, očistili z reageničnim kompletom 
proizvajalca Promega. Enak reagenčni komplet smo uporabili tudi za čiščenje produktov 
PCR po njihovi ločbi z agarozno elektroforezo. 
3.2.11. Sekvenciranje 
Sekvenciranje s kapilarno elektroforezo so za nas izvedli v nizozemskem podjetju 
Macrogen. Koncentracija DNA v vzorčkih, ki smo jih poslali v analizo, je morala biti 
najmanj 100 µg/mL, njena čistota v smislu odsotnosti proteinov, ki smo jo določali z 
razmerjem absorbanc pri 260 in 280 nm, pa je morala biti vsaj 2,6 (ta priporočila veljajo za 
sekvenciranje vzorcev s plazmidno DNA). Za izvedbo ene reakcije smo potrebovali 10 µL 
DNA. Čistoto DNA smo po potrebi izboljšali s pomočjo komercialnega seta za njeno 
čiščenje proizvajalca Promega, pri čemer smo končno koncentracijo DNA dosegli z 
ustrezno izbiro volumna vzorca, ki smo ga čistili. Začetne oligonukleotide za sekvenciranje 
smo izbirali tako, da je rezultat analize sekvence obsegal tisto področje našega konstrukta, 
v katerem smo v postopku kloniranja s sestavljanjem po Gibsonu povezali dve verigi DNA 
v poljubni smeri. Začetni oligonukleotidi so morali biti dolgi med 18 in 25 bp, delež 
citozina in gvanina v njih pa med 40 in 60%. Pri izbiranju optimalnega položaja naleganja 
posameznega začetnega oligonukleotida smo morali upoštevati tudi dejstvo, da je največja 
dolžina zaporedja, ki jo z metodo sekvenciranja s kapilarno elektroforezo lahko z veliko 
zanesljivostjo določimo približno 1000 bp. Za toliko smo torej lahko največ odmaknili 
mesto naleganja začetnih oligonukleotidov od zaporedja, ki smo ga želeli sekvencirati. 
Uporabljali smo univerzalne in posebej sintetizirane začetne oligonukleotide, ki so jih po 
našem naročilu izdelali v podjetju Macrogen. Za analizo rezultatov sekvenciranja smo 
uporabljali bioinformacijsko orodje BLAST nucleotide, dostopno na spletni strani NCBI 
(28). Sekvencirana zaporedja, ki smo jih prejeli v obliki datoteke FASTA, smo primerjali z 
zaporedji plazmidov, iz katerih smo pridobili odseke DNA, ki smo jih želeli klonirati. Ker 
smo v prvem delu poskusov tarčne odseke DNA pomnoževali z reakcijo PCR ob uporabi 
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polimeraze Taq, ki nima mehanizma za popravljanje napak, smo pri primerjavi zaporedij 
konstruktov z zaporedji izvornih plazmidov dovolili odstopanje višje od 90%. Do 
odstopanja je sicer lahko prišlo tudi zaradi nezanesljivosti pri določanju zaporedij, ki so 
bile daljše od 1000 bp, pri čemer pa so jo algoritmi v programu BLAST nucleotide še vedno 
prepoznali kot delno ujemanje s pričakovanim nukleotidnim zaporedjem. V Preglednici X 
so navedeni začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za sekvenciranje posameznih 
konstruktov po kloniranju z metodo sestavljanja po Gibsonu.  
Preglednica IX: Seznam začetnih oligonukleotidov, uporabljenih pri sekvenciranju konstruktov, pridobljneih s 
kloniranjem.  






pQE-F CCCGAAAAGTGCCACCTG* 4474-4490 bp 
Primer 1 ATTTCAGGTGTCGTGAGGC 7052-7073 bp 
Primer 2 GATGTCGCAGGCGAAATC 139-120 bp 




pQE-F CCCGAAAAGTGCCACCTG* 4474-4490 bp 
Primer 1.1 TATTATTGCCAGCAGTGGACC 7817-7837 bp 
Primer 2.1 TCTTCCATTTCAGGTGTCGTGAG   7049-7072 










































GGGTGTTGGGTCGTTTGTTC 2527-2546 bp 
* Univerzalni začetni oligonukleotid pQE-F. 
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4.1. Preverjanje uspešnosti PCR-reakcij pomnoževanja odsekov za kloniranje 
z agarozno elektroforezo 
Prvi korak do uspešnega kloniranja je bila pomnožitev želenih odsekov DNA iz osnovnih 
plazmidov. V prvem delu poskusa je bila to namnožitev transpozonskega plazmida aCD19-
CAR-3-GEN v treh delih, pri čemer smo izpustili zaporedje za scFvCD19, temu pa je 
sledila namnožitev odseka za scFvCD20 iz plazmida scFvCD20 Venus HisTag pFLAG. 
Odsek Backbone_1 smo pomnoževali pri treh različnih temperaturah naleganja začetnih 
oligonukleotidov, in sicer v 4 ponovitvah, saj smo želeli pridobiti kar največjo količino 
produkta PCR, ki bi ga nato po elektroforezni ločbi iz agaroznega gela izrezali in očistili. 
Poleg tega pa smo želeli tudi nadzirati ponovljivost samega poskusa. Na fotografiji 
agaroznega gela po elektroforezi (Slika 14) vidimo, da se je želeni odsek pomnoževal pri 
vseh izbranih temperaturah enako specifično. Intenziteta in število nespecifičnih produktov 
namreč nista izstopala pri nobeni od uporabljenih temperatur, vendar pa je bila intenziteta 
lis podpovprečna,  če jo primerjamo s produkti pomnoževanja ostalih odsekov (Sliki 6 in 
7). Dolžina pomnoženega odseka z največjo intenziteto na fotografiji ustreza predvideni 
dolžini tarčnega dela DNA, ki je dolg približno 2400 bp (Slika 8).  
  
Slika 14: Agarozna elektroforeza pomnoženega odseka Backbone_1. V prvem stolpcu se 
nahaja označevalec velikosti fragmentov DNA, v vseh ostalih pa je prikazana ločba 
fragmenta Backbone_1, pomnoženega pri različnih temperaturah naleganja začetnih 
oligonukleotidov (PCR s padajočo temperaturo naleganja): stolpci 2-5: 65 °C, 6-9: 69 °C in 
10-13: 73 °C.  
Pomnoževanje prvega odseka smo ponovili z uporabo podvojene količine začetnih 
oligonukleotidov, pri čemer smo sočasno pomnožili še odsek Backbone_2, in sicer prav 
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tako s podvojeno količino začetnih oligonukleotidov (2µL). Pri tem smo prvi odsek 
pomnoževali v štirih ponovitvah pri enakih različnih temperaturah naleganja začetnih 
oligonukleotidov kot v prvem primeru (Slika 15). Intenziteta produkta pomnoževanja 
prvega tarčnega odseka Backbone_1, ločenih z elektroforezo,  je bila v tem primeru pri 
vseh uporabljenih temperaturah naleganja slabša, vidni so tudi ostanki oligonukleotidnih 
začetnikov. Produkt pomnoževanja je ustrezal predvideni dolžini 2400 bp (Slika 8). Drugi 
odsek smo ponovno pomnožili v  štirih ponovitvah pri naslednjih temperaturah naleganja 
začetnih oligonukleotidov: 64°C, 68°C in 72°C (Slika 15). Tudi v tem primeru je bilo 
pomnoževanje pri vseh uporabljenih temperaturah približno enako specifično. Pri tem je z 
enim nespecifičnim produktom manj izstopala temperatura 64°C, žal pa je bila pri teh 
pogojih intenziteta elektroforezno ločenega tarčnega produkta PCR nekoliko manjša. 
Povprečna intenziteta fluorescence tarčnega odseka v gelu oz. njegova koncentracija je bila 
visoka, poleg tega pa je glavni produkt pomnoževanja po dolžini ustrezal tarčnemu 
(2650bp) (Slika 8).  
 
Slika 15: Agarozna elektroforeza pomnoženih odsekov Backbone_1 in Backbone_2. V prvem 
stolpcu 1. in 2. vrste se nahaja označevalec velikosti fragmentov DNA. V vseh ostalih stolpcih 
1. vrste je prikazana ločba fragmenta Backbone_1, pomnoženega pri različnih temperaturah 
naleganja začetnih oligonukleotidov (PCR s padajočo temperaturo naleganja): stolpci 2-5: 
65°C, 6-9: 69 °C in 10-13: 73 °C. V stolpcih 2. vrste pa je predstavljena elektroforezna ločba 
fragmenta Backbone_2, ki smo ga prav tako pomnožili pri različnih temperaturah naleganja 
začetnih oligonukleotidov: stolpec 2-5: 64 °C, 6-9: 68 °C in 10-13: 72 °C.  
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Za prvi poskus kloniranja smo pomnožili še tretji odsek ogrodja (Backbone_3) in vstavek 
(Insert) (glej Slika 8), kar je predstavljeno na Sliki 16. Pomnoževanje smo tudi tokrat 
izvedli pri standardnih pogojih, opisanih v poglavju »Metode«, v  štirih ponovitvah  pri 
treh različnih temperaturah naleganja nukleotidnih začetnikov, 66 °C, 70 °C in 74°C. 
Specifičnost in intenziteta produkta sta bili tudi v tem primeru temperaturno neodvisni, pri 
čemer pa smo v prvi paralelki reakcije, izvedene pri 66 °C, opazili odsotnost kakršnihkoli 
produktov. Vsi namnoženi produkti so ustrezali pričakovani dolžini 2090 bp (Slika 16, 1. 
vrsta). Tudi vstavek smo pomnoževali pri treh različnih temperaturah naleganja začetnih 
oligonukleotidov, in sicer pri 61°C, 65 °C in 69 °C, prav tako v štirih paralelkah. Slika 16, 
2. vrsta prikazuje položaje in velikosti pomnoženih odsekov . Vstavek se je od vseh 
fragmentov, ki smo jih pomnoževali, pomnožil najbolj specifično, produkt pa je po dolžini 
ustrezal želenemi velikosti (730 bp) (Slika 8). 
 
Slika 16: Agarozna elektroforeza pomnoženih odsekov Backbone_3 in Insert. V prvem 
stolpcu 1. vrste in zadnjem stolpcu 2. vrste se nahaja označevalec velikosti fragmentov DNA. 
V ostalih stolpcih 1. vrste je prikazan elektroforezno ločen fragment Backbone_3, pomnožen 
pri različnih temperaturah naleganja začetnih oligonukleotidov (pomnoževanje plazmidne 
DNA z metodo PCR s padajočo temperaturo naleganja): stolpci 2-5: 66 °C, 6-9: 70 °C in  10-
13: 74 °C. V stolpcih 2. vrste je prikazana elektroforezna ločba fragmenta Insert, 
pomnoženega pri naslednjih temperaturah naleganja začetnih oligonukleotidov: stolpci 2-5: 
61°C, 6-9: 65 °C in 10-13: 69 °C.  
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V sklopu reakcij kloniranja odseka za scFvCD20 iz plazmida HisTag Venus v plazmid 
aCD19-CAR-3-GEN, z zamenjavo odseka za scFvCD19, smo z enakimi nukleotidnimi 
začetniki, ki smo jih uporabili za pomnoževanje ogrodja v treh odsekih (Slike 14, 15 in 
16), poskusili pomnožiti ogrodje v dveh delih. Z istosmernim začetnim oligonukleotidom 
(ang. forward primer) prvega odseka (Backbone_1_forward) in protismernim začetnim 
oligonukleotidom (ang. reverse primer) drugega odseka (Backbone_2_reverse) smo na ta 
način morali dodatno namnožiti le še ogrodje, sestavljeno iz skupka odsekov Backbone_1 
in Backbone_2 (Backbone_1+2). Rezultat tega pomnoževanja je predstavljen na Sliki 17. 
Pomnoževanje smo izvedli v duplikatih, pri treh temperaturah naleganja začetnih 
oligonukleotidov (78 °C, 80 °C in 82 °C), pri čemer smo v eni od reakcij uporabili dNTP 
neznane koncentracije. Na sliki agaroznega gela po elektroforezi vidimo, da v tem zadnjem 
primeru reakcija ni uspela (Slika 8, stolpci 2, 3 in 4). Pri drugi reakciji pa smo uporabili 
običajno koncentracijo dNTP. V tem primeru je reakcija pomnoževanja najbolj specifično 
potekla pri 78 °C in tako pridobljeni produkt smo tudi uporabili za nadaljnje kloniranje. 
Intenziteta produkta s pričakovano dolžino 5050 bp je bila največja pri temperaturi 
naleganja 78 °C (Slika 8, stolpec 5).   
 
Slika 17: Agarozna elektroforeza pomnoženega odseka Backbone_1+2. V prvem in osmem 
stolpcu se nahaja označevalec velikosti DNA. V ostalih pa je prikazana ločba fragmenta 
Backbone_1+2, pomnoženega pri različnih temperaturah naleganja začetnih 
oligonukleotidov (pomnoževanje plazmidne DNA z metodo PCR s padajočo temperaturo 
naleganja): stolpca 2 in 5: 78 °C, 3 in 6: 80 °C ter 4 in 7: 82 °C.  
V okviru drugega poskusa je bil naš cilj, da pomnožimo celoten plazmid pcDNA3 oz. 
pcDNA3 GFP. V praksi je to pomenilo, da smo plazmid z reakcijo PCR 'odprli' za 
zaporedjem promotorja – začetne oligonukelotide smo začrtovali tako, da sta smerni in 
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protismerni nalegala en ob drugem, vsak pa je pomnoževal v svojo smer. Poskus smo 
izvedli v štirih kombinacijah, in sicer tako, da smo oba plazmida (pcDNA3 in pcDNA3 
GFP) kombinirali z zaporedjem za CAR iz plazmida aCD19-CAR-3-GEN, pri čemer smo 
enkrat uporabili Kozakovo zaporedje, drugič pa ne (glej Slike 10, 11, 12, 13). Na Sliki 18 
so predstavljeni rezultati pomnoževanj odsekov DNA, ki smo jih potrebovali za reakcije 
kloniranj plazmida pcDNA3 GFP z zaporedjem za CAR s Kozakovim zaporedjem 
(položaja 2 in 3) ter odsekov, potrebnih za kloniranje pcDNA3 z zaporedjem za CAR brez 
Kozakovega zaporedja. Reakcija za pomnožitev zaporedja za CAR s Kozakovim 
zaporedjem nam ni uspela (na Sliki 18 v stolpcu 3 vidimo le liso, za katero predvidevamo, 
da predstavlja začetne oligonukleotide). Kljub temu, da smo pri ostalih reakcijah dobili 
nekaj nespecifičnih produktov, pa so pomnoženi produkti s pričakovanimi dolžinami 
(Preglednica XI)  izkazovali največjo intenziteto na agaroznem gelu,  zato smo te produkte 
uporabili za nadaljnje kloniranje. Za poskuse kloniranja smo tako uporabili naslednje 
vzorce pomnožene DNA: pcDNA3_brez_Kozaka (Slika 18, stolpec 4) in 
CAR_2_brez_Kozaka (Slika 18, stolpec 5) za konstrukt pcDNA3_brez_Kozaka + 
CAR_brez_Kozaka in vzorec pcDNA3 GFP_Kozak (Slika 18, stolpec 2) za konstrukta 
pcDNA3 GFP_Kozak in pcDNA3 GFP_brez Kozaka.  
                                                  Preglednica X: Položaj vzorcev, nanešenih na agarozni gel (Slika 18). 
 
Slika 18: Produkti, pomnoženi s PCR za drugi del poskusov, ločeni z elektroforezo na 
agaroznem gelu. Nanos vzorcev je razviden iz Preglednice X. 




10, 11, 12, 
13)  
1 1 kb DNA ladder / 
2 pcDNA3 GFP_Kozak 6155 bp 
3 CAR_3_Kozak 1878 bp 
4 pcDNA3_brez_Kozaka 5426 bp 
5 CAR_2_brez_Kozaka 1839 bp 
6 1 kb DNA ladder / 
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Na Sliki 19, ki prikazuje fotografijo agaroznega gela po elektroforezni ločbi, so skupaj z 
označevalcem velikosti fragmentov DNA prikazani še zadnji specifični produkti PCR, ki 
smo jih potrebovali za izvedbo načrtovanih reakcij kloniranja (glej Slike 10, 11, 12 in 13) 
in smo jih pridobili brez potrebe po optimizaciji reakcije PCR. Na položaje 2, 6 in 10 smo 
za pozitivno kontrolo reakcij PCR nanesli po 1µL plazmida, v katerem  smo specifično 
pomnožili želeni tarčni odsek DNA. Na položaju 6 nismo detektirali nobene lise DNA, kar 
je bila posledica precj nizke začetne koncentracije DNA, vendar smo kljub temu 
predvidevali, da jo je dovolj za pomnoževanje s PCR. V tem delu poskusa smo se odločili, 
da bomo nadaljnje reakcije izvajali le pri srednji od treh testiranih temperatur (glejte 
poglavje »Metode«, Preglednica VI). Na agaroznem gelu je trikrat nanešen vzorec 
pcDNA3_GFP_Kozak, in sicer iz treh ločenih reakcij, izvedenih pod istimi pogoji 
(poglavje »Metode«, Preglednica VI) v razmaku nekaj tednov. Odsek tarčne velikosti 6155 
bp se je nahajal le v vzorcu pcDNA3_GFP_Kozak_Kontrola (Slika 19, stolpec 8, 
predstavljen tudi na Sliki 18, v stolpcu 2). Zadnji odsek, katerega kakovost smo preverjali 
na tem agaroznem gelu, je bil pcDNA3_Kozak. Pomnoženi produkt PCR je imel zelo 
majhno koncentracijo. Pomnožila sta se dva približno enako dolga in enako intenzivna 
odseka, ki sta po velikosti ustrezala tarčnemu odseku, a zaradi premajhne količine nista 
bila primerna za nadaljnjo uporabo (Slika 19, stolpec 11). 
             
                                                             
 
Slika 19: Elektroforezna ločba vzorcev produktov, pomnoženih s PCR in kontrolne 
plazmidne DNA . Nanos vzorcev je razviden iz preglednice XI. 
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*nanesli smo začetne plazmide za pozitivno kontrolo pomnoževanja s PCR 
Odseka CAR_1_Kozak nam v reakcijah PCR s predvidenimi pogoji ni uspelo namnožiti, 
zato smo se odločili, da pogoje pomnoževanja optimiziramo s spreminjanjem količine 
DMSO, temperature naleganja začetnih oligonukleotidov in z uporabo oz. odsotnostjo 
ojačevalca GC (ang. GC enchancer) (Slika 20). Za nadaljnjo uporabo smo izbrali produkt 
PCR, ki smo ga pomnožili pri naslednjih pogojih: temperatura naleganja 85 °C, 5% DMSO 
in brez ojačevalca GC (Slika 20, stolpec 3). 
 
Slika 20: Elektroforezna ločba vzorcev produktov, pomnoženih s  PCR in kontrolne 
plazmidne DNA. Nanos vzorcev je razviden iz Preglednice XII. 
položaj Vzorec pričakovana dolžina (Glej Slike 10, 11, 12, 13) 




3 CAR_1_Kozak 1878 bp 














10 pcDNA3* 5446 bp 
11 pcDNA3_Kozak 5431 bp 
12 1 kb DNA ladder / 
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Tudi odsek pcDNA3_Kozak se je pod načrtovanimi pogoji pomnožil nespecifično in v 
majhnem obsegu, zato smo tudi v tem primeru pomnoževanje optimizirali. Pogoji, 
namenjeni optimizaciji, so predstavljeni v Preglednici XIV. Za nadaljnje kloniranje smo 
uporabili odsek,  ki smo ga pomnožili pri temperaturi naleganja začetnih oligonukleotidov 
81°C in brez ojačevalca GC (Slika 21, stolpec 3) 
                                                                                
Slika 21: Elektroforezna ločba vzorcev pomnoženih produktov PCR in kontrolne plazmidne 
DNA. Nanos vzorcev je razviden iz preglednice XIII. 










3 CAR_1_Kozak  Ta=85 °C, 5% DMSO, brez  ojačevalca 
GC  
1878 bp 
4 CAR_1_Kozak  Ta=85 °C, 5% DMSO, z  ojačevalcem 
GC  
1878 bp 
5 CAR_1_Kozak  Ta=90 °C, 5% DMSO, z  ojačevalcem 
GC  
1878 bp 
6 CAR_1_Kozak  Ta=90 °C, z  ojačevalcem GC  1878 bp 
7 CAR_1_Kozak  Ta=90 °C, 5% DMSO, brez  ojačevalca 
GC  
1878 bp 
8 CAR_1_Kozak  Ta=90 °C, 10% DMSO, z  ojačevalcem 
GC  
1878 bp 
9 CAR_1_Kozak  Ta=90 °C, 10% DMSO, brez  
ojačevalca GC  
1878 bp 
10 CAR_1_Kozak  Ta=90 °C, 2% DMSO, z  ojačevalcem 
GC  
1878 bp 
11 CAR_1_Kozak  Ta=90°C, 2% DMSO, brez GC 
ojačevalca 
1878 bp 
12 1 kB DNA 
ladder 
/  
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Pri vseh opisanih analizah z agarozno elektroforezo smo na gel nanašali po 1 µL 
označevalca s standardnimi velikostmi fragmentov DNA, po 5 µL produktov PCR in 1 µL 
izvornih plazmidov. 
4.2. Analiza uspešnosti kloniranja z ločevanjem novih konstruktov z metodo 
agarozna elektroforeza in z restrikcijsko analizo 
 
Novi konstrukt z oznako 3x aCD19-CAR-3-GEN  smo dobili po združitvi ogrodja plazmida 
aCD19-CAR-3-GEN iz treh odsekov, brez scFvCD19, z zaporedjem za scFvCD20 iz 
plazmida HisTag Venus. DNA smo izolirali s setom kemikalij MINI prep (Nippon) iz 8 
kolonij. Uspešnost kloniranja smo preverili z restrikcijsko analizo  z restrikcijskim 
encimom PstI (Slika 22). V primeru uspešnega kloniranja smo po restrikciji pričakovali 
fragmente DNA z naslednjimi velikostmi: 4012 bp, 636 bp, 505 bp, 494 bp, 448 bp, 431 
bp, 383 bp, 346 bp, 270 bp, 230 bp in 127 bp, po restrikciji kontrolnega plazmida aCD19-
CAR-3-GEN pa: 4012 bp, 1458 bp, 505 bp, 494 bp, 431 bp, 346 bp, 270 bp, 230bp, 127 
bp. Na Sliki 22, v stolpcih 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, vidimo restrikcijsko analizo vzorcev 
konstruktov DNA po kloniranju. V vseh vzorcih sta vidna fragmenta z dolžinama približno 
2500 bp in 600 bp, nikjer pa ne opazimo najdaljšega pričakovanega fragmenta z dolžino 
4000 bp. Slika 22 prikazuje ustreznost dolžin restrikcijskih fragmentov DNA v primeru 
kontrolnega plazmida aCD19-CAR-3-GEN. Pri analizi vzorca fragmentov DNA, nastalih 
po restrikciji kontrolnega plazmida, so vidne štiri močnejše lise, ki sicer ustrezajo 
pričakovanim dolžinam: 7000 bp, 4000 bp, 1400 bp in 500 bp. Pričakovana dolžina 
vzorcev DNA konstruktov po klonirajnu je bila 7882 bp.  Vzorci vseh novih konstruktov 
so bili po elektroforezni ločbi na agaroznem gelu videti fragmentirani že pred samo 
restrikcijo (Slika 22, stolpci 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17). Pri vseh se je videla tudi lisa, ki je 
Položaj Ime vzorca Pogoji pomnoževanja s PCR Pričakovana 
dolžina (glej 
Slika 10) 
1 1kB DNA 
ladder 
/ / 
2 pcDNA3  / 5446 bp 
3 pcDNA3_Kozak Ta= 81°C, brez  ojačevalca GC  5446 bp 
4 pcDNA3_Kozak Ta= 81°C, z GC ojačevalcem 5446 bp 
5 pcDNA3_Kozak Ta= 78 °C, brez  ojačevalca GC  5446 bp 
6 pcDNA3_Kozak Ta= 78 °C, z  ojačevalcem GC  5446 bp 
7 pcDNA3_Kozak Ta= 84 °C, brez  ojačevalca GC  5446 bp 
8 pcDNA3_Kozak Ta= 84 °C, z  ojačevalcem GC  5446 bp 
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ustrezala pričakovani dolžini novega konstrukta. Vsem vzorcem z novimi konstrukti smo 
določili zaporedje.   
 
Slika 22: Agarozna elektroforeza restrikcijske analize novih konstruktov 3x aCD19-CAR-3-
GEN + scFvCD20 in fragmentov DNA, z z restrikcijskim encimom PstI. Nanos vzorcev je 
razviden iz preglednice XIV. 
Preglednica XIV: Položaj vzorcev, nanešenih na agarozni gel  (Slika 22). 
*restrikcijska analiza 
Položaj Vzorec Pričakovana dolžina odseka oz. fragmentov po 
restrikcijski analizi (Glej Slika 8) 
1 1 kb DNA ladder / 
2 aCD19-CAR-3-GEN 8kb 
3 aCD19-CAR-3-GEN-R 4012 bp, 1458 bp, 505 bp, 494 bp, 431 bp, 346 bp, 270 
bp, 230bp, 127 bp 
4 3xaCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20_1 7882 bp 
5 3xaCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20_1 -R* 4012 bp, 636 bp, 505 bp, 494 bp, 448 bp, 431 bp, 383 bp, 
346 bp, 270 bp, 230 bp, 127 bp 
6 3xaCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20_2 7882 bp 
7 3xaCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20_2 -R* 4012 bp, 636 bp, 505 bp, 494 bp, 448 bp, 431 bp, 383 bp, 
346 bp, 270 bp, 230 bp, 127 bp 
8 3xaCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20_3 7882 bp 
9 3xaCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20_3 -R* 4012 bp, 636 bp, 505 bp, 494 bp, 448 bp, 431 bp, 383 bp, 
346 bp, 270 bp, 230 bp, 127 bp 
10 3xaCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20_4 7882 bp 
11 3xaCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20_4 -R* 4012 bp, 636 bp, 505 bp, 494 bp, 448 bp, 431 bp, 383 bp, 
346 bp, 270 bp, 230 bp, 127 bp 
12 3xaCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20_5 7882 bp 
13 3xaCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20_5 -R* 4012 bp, 636 bp, 505 bp, 494 bp, 448 bp, 431 bp, 383 bp, 
346 bp, 270 bp, 230 bp, 127 bp 
14 3xaCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20_6 7882 bp 
15 3xaCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20_6 -R* 4012 bp, 636 bp, 505 bp, 494 bp, 448 bp, 431 bp, 383 bp, 
346 bp, 270 bp, 230 bp, 127 bp 
16 3xaCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20_7 7882 bp 
17 3xaCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20_7 -R* 4012 bp, 636 bp, 505 bp, 494 bp, 448 bp, 431 bp, 383 bp, 
346 bp, 270 bp, 230 bp, 127 bp 
18 3xaCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20_8 7882 bp 
19 3xaCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20_8- R* 4012 bp, 636 bp, 505 bp, 494 bp, 448 bp, 431 bp, 383 bp, 
346 bp, 270 bp, 230 bp, 127 bp 
20 1 kb DNA ladder / 
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Slika 23 prikazuje rezultat agarozne gelske elektroforeze novih konstruktov, ki smo jih 
pridobili s kloniranjem ogrodja iz plazmida aCD19-CAR-3-GEN iz dveh delov, ter vstavka 
z zaporedjem za scFvCD20 (odseki PCR Backbone 1+2, prikazani na Sliki 16 ter 
Backbone_3 in Insert na Sliki 17, shema pričakovanega konstrukta 2xaCD19-CAR-3-GEN 
prikazana na Sliki 9). Poleg elektroforezne ločbe vsakega od vzorcev novega konstrukta so 
na sliki vidni tudi rezultati restrikcijse analize z encimom PstI. Restrikcijsko analizo smo 
izvedli tudi na kontrolnih vzorcih DNA plazmidov aCD19-CAR-3-GEN in scFvCD20 
Venus HisTag pFLAG. Izolacijo DNA smo tokrat izvedli z reagenčnim kompletom MIDI 
(Qiagen). Po restrikcijski analizi plazmida scFvCD20 Venus HisTag pFLAG smo 
pričakovali  fragmente DNA naslednjih velikosti: 4119 bp, 1788 bp, 923 bp, 636 bp, 321 
bp in 20bp, na gelu pa smo opazili fragmente s približnimi velikostmi 4000 bp, 1800 bp, 
1000 bp 500 bp in 250 bp. Prav tako nismo opazili ostankov plazmidne DNA, na kateri 
smo izvedli reakcijo restrikcije. Po restrikcijski analizi kontrolnega plazmida aCD19-CAR-
3-GEN smo pričakovali fragmente velikosti 4012 bp, 1458 bp, 505 bp, 494 bp, 431 bp, 346 
bp, 270 bp, 230bp, 127 bp, dobili pa smo fragmente velikosti 4000 bp, 1500 bp ter več 
pričakovanih fragmentov manjših velikosti (med 250 in 500 bp). Z elektroforezo na 
agaroznem gelu ločeni fragmenti DNA, nastali po restrikciji vseh vzorcev novih 
konstruktov, so bili pri vseh vzorcih enakih velikosti, in sicer približno 4000 bp in 600 bp, 
trije med 250 in 500 bp, eden pa manjši od 250 bp, pričakovali pa smo fragmente velikosti 
4012 bp, 636 bp, 505 bp, 494 bp, 448 bp, 431 bp, 383 bp, 346 bp, 270 bp, 230 bp in 127 
bp. 
 
Slika 23: Agarozna elektroforeza konstruktov  2xaCD19-CAR-3-GEN  + scFvCD20 in 
njihovih vzorcev po obdelavi z restrikcijskim encimom PstI. Nanos vzorcev je razviden iz 
Preglednice XV. 
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Preglednica XV: Položaj vzorcev, nanešenih na agarozni gel (Slika 23) 
*restrikcijska analiza 
V drugem delu poskusov, ko smo zaporedje za CAR želeli vgraditi v drug, ne-
transpozonski plazmid, smo se odločili, da uspešnosti kloniranja ne bomo več preverjali s 
pomočjo restrikcije, ampak bomo naredili le kontrolo glede dolžine samega konstrukta z 
agarozno gelsko elektroforezo, nato pa njegovo ustreznost preverili s sekvenciranjem. 
Grobo kontrolo dolžine novih konstruktov, ki smo jih pridobili s kloniranjem produktov 
PCR pcDNA3_brez_Kozaka in CAR_2_brez_Kozaka (konstrukt 
pcDNA3+CAR_brez_Kozaka, shematični prikaz novega konstrukta na Sliki 11), prikazuje 
Slika 24, ločbo  produkta PCR CAR_2_brez_Kozaka in ločbo produkta PCR 
pcDNA3_brez_Kozaka pa Slika 18. Na agarozni gel smo za pozitivno kontrolo nanesli še 
plazmida, iz katerih izvira DNA za z reakcijo PCR pomnožene odseke za to reakcijo 
sestavljanja po Gibsonu, in sicer pcDNA3 in aCD19-CAR-3-GEN. Produkti kloniranja 
Položaj Vzorec Pričakovana dolžina (Glej Slika 10) 
1 1 kb DNA ladder / 
2 2xaCD19-CAR-3-GEN_1 7882 bp 
3 2xaCD19-CAR-3-GEN_1-R* 4012 bp, 636 bp, 505 bp, 494 bp, 448 bp, 431 bp, 
383 bp, 346 bp, 270 bp, 230 bp, 127 bp 
4 2xaCD19-CAR-3-GEN_2 7882 bp 
5 2xaCD19-CAR-3-GEN_2 -R* 4012 bp, 636 bp, 505 bp, 494 bp, 448 bp, 431 bp, 
383 bp, 346 bp, 270 bp, 230 bp, 127 bp 
6 2xaCD19-CAR-3-GEN_3 7882 bp 
7 2xaCD19-CAR-3-GEN_3 – R* 4012 bp, 636 bp, 505 bp, 494 bp, 448 bp, 431 bp, 




9 2xaCD19-CAR-3-GEN_4 -R* 4012 bp, 636 bp, 505 bp, 494 bp, 448 bp, 431 bp, 
383 bp, 346 bp, 270 bp, 230 bp, 127 bp 
10 aCD19-CAR-3-GEN 8kbp 
11 aCD19-CAR-3-GEN – R* 4012 bp, 1458 bp, 505 bp, 494 bp, 431 bp, 346 bp, 
270 bp, 230bp, 127 bp 
12 scFvCD20 Venus HisTag pFLAG 8kbp 
13 scFvCD20 Venus HisTag pFLAG -R* 4119 bp, 1788 bp, 923 bp, 636 bp, 321 bp, 20bp 
14 1 kb DNA ladder / 
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niso ustrezali pričakovanim dolžinam (7286 bp, glej Preglednica XVI), saj so bili dolgi 
zgolj približno 5kbp.  
Preglednica XVI: Položaj vzorcev, nanešenih na 
agarozni gel  (Slika 24) 
 
Slika 24: Agarozna elektroforeza novih konstruktov 
pcDNA3 + CAR, brez Kozakovega zaporedja. Nanos vzorcev je razviden iz Preglednice XVI. 
Slika 25 prikazuje rezultate agarozne elektroforeze produktov kloniranja, kjer smo 
združevali produkta PCR pcDNA3_GFP_Kozak in CAR_4_brez_Kozaka (ločba omenjenih 
produktov PCR je predstavljena na Sliki 18, stolpec 2 in Sliki 19, stolpec 5). Tudi v tem 
primeru smo za pozitivno kontrolo uporabili oba izvorna plazmida (stolpca 2 in 3) 
(Preglednica XVII). Plazmid pcDNA3 GFP na gelu ni viden, saj smo ga imeli zelo malo, 
poleg tega pa je bila nizka tudi njegova koncentracija. Zaradi racionalnosti ravnanja s tem 
vzorcem ga na gel nismo nanesli v tolikšni količini, ki bi bila pri vizualizaciji zagotovo 
vidna. Nova konstrukta sta bila tokrat dolga približno 4000 bp in 5000 bp (Slika 25), kar se 
ne sklada s pričakovano velikostjo 8035 bp (glej Preglednica XVII).                                 
Preglednica XVII: Položaj vzorcev, nanešenih na agarozni gel (Slika 25). 




1 1 kb DNA ladder / 
2 pcDNA3 5426 bp 










7 1 kb DNA ladder / 




1  1 kb DNA ladder / 
2 pcDNA3 GFP 6155 bp 




5 pcDNA3_GFP+CAR_brez_Kozaka 8035 bp 
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Slika 25: Agarozna elektroforeza konstruktov kloniranja pcDNA3 GFP + CAR, brez 
Kozakovega zaporedja. 
Pri zadnji izmed reakcij kloniranja, ki smo jih izvedli v sklopu magistrske naloge, smo 
združevali produkta PCR pcDNA3_Kozak in CAR_1_Kozak (Slika 20, stolpec 3 in Slika 
21, stolpec 3) v konstrukt pcDNA3+CAR_Kozak. Na sliki 26 je prikazana elektroforezna 
ločba produktov kloniranja, brez pozitivne kontrole. Nova konstrukta sta bila tokrat precej 
različnih dolžin, oba pa sta v agaroznem gelu potovala v lepi ravni liniji. Dolžina prvega 
konstrukta naj bi bila približno 6000 bp, dolžina drugega pa približno 3500 bp, kar se ne 
sklada s pričakovano dolžino 8058 bp (glej Preglednica XVIII). 
                                                 Preglednica XVIII: Položaj vzorcev, nanešenih  na agarozni gel 
(Slika 26) 
 






Položaj Vzorec Pričakovana 
dolžina (glej 
Slika 10) 
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4.3. Preverjanje ustreznosti zaporedij novih konstruktov z metodo 
sekvenciranja 
 
Prvi konstrukt, ki smo ga dali sekvencirati, je bil konstrukt, kjer smo plazmid aCD19-
CAR-3-GEN skušali sestaviti iz treh delov in mu s kloniranjem dodati še zaporedje za 
scFvCD20 iz plazmida scFvCD20 Venus HisTag pFLAG (3xaCD19-CAR-3-GEN: 
agarozna elektroforeza na Sliki 22, shematski prikaz sekveniranega konstrukta na Sliki 27, 
shematski prikaz pričakovanega konstrukta na Sliki 8). Rezultati sekvenciranja nam 
kažejo, da sta se ob kloniranju zlepila le en odsek (Backbone_2) iz plazmida aCD19-CAR-
3-GEN in odsek z zaporedjem za scFvCD20. Uspešnost kloniranja smo preverili na štirih 
različnih mestih, na katerih bi se po kloniranju produkti PCR morali povezati. Od štirih 
reakcij sekvenciranja sta bili ustrezni le dve, in sicer tista, kjer je začetni oligonukleotid za 
sekvenciranje nalegal na 2. Fragment DNA iz plazmida aCD19-CAR-3-GEN in tista, kjer 
je nalegal na 3. fragment DNA, tik pred zaporedjem za vstavek (Insert) (reakciji z 
oligonukleotidnima začetnikoma Primer in pQE-F, glej Preglednica IX). Združili sta se 
zaporedje, ki nosi zapis za scFvCD20 iz plazmida scFvCD20 Venus HisTag pFLAG ter 
fragment DNA iz plazmida aCD19-CAR-3-GEN, ki nosi zapis za rezistenco za ampicilin 
(fragment številka 2 oz. Backbone_2). Vmes med njima smo v zaporedju opazili tudi 
delček nukleotidnega zaporedja, ki je izviral iz tretjega fragmenta (Backbone_3). Enak 
rezultat sekvenciranja smo dobili pri vseh novih konstruktih iz te reakcije sestavljanja. 
Celotno sekvencirano zaporedje je predstavljeno v poglavju 8, Priloge (8.1.1. Konstrukt 3x 
aCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20 Venus HisTag pFLAG). Začetni del zaporedja, ki smo ga 
pridobili z uporabo generičnega začetnega oligonukleotida pQE-F (Preglednica X), se ne 
sklada z nobenim od plazmidov, uporabljenih pri kloniranju. Sicer pa nam je ta začetni 
oligonukleotid pomnožil odseka Backbone_2 in Insert, sklonirana v pravilni orientaciji. Z 
začetnim oligonukleotidom primer 1 (Preglednica IX) pa smo ponovno dobili zaporedje 
odseka insert, a je bil njen  zapis tokrat v drugi smeri. Prav tako je bil v tem sekveniranem 
zaporedju prisoten zapis, nastal z nespecifičnim naleganjem začetnega oligonukleotida, ki 
bi sicer moral nalegati na 3. fragment (Backbone_3), a je bil slednji v našem konstruktu 
odsoten.  
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Slika 27: Shematski prikaz novega konstrukta 3xaCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20, z označenim mestom naleganja 
začetnega oligonukleotida, uporabljenega za sekvenciranje. 
Drugi sekvencirani konstrukti so izhajali iz reakcije, s katero smo združevali plazmid 
aCD19-CAR-3-GEN iz dveh delov s sekvenco za scFvCD20 iz plazmida scFvCD20 Venus 
HisTag pFLAG, cilj katere je bil konstrukt 2x aCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20 (agarozna 
elektroforeza konstrukta na Sliki 23, shematski prikaz sekveniranega konstrukta na Sliki 
28, shema pričakovanega konstrukta na Sliki 9). Sekvencirali smo 4 konstrukte, pri čemer 
so bili vsi sestavljeni iz enakih odsekov, pomnoženih s PCR. Pri vseh sta se povezala daljši 
odsek iz plazmida aCD19-CAR-3-GEN (konstrukt PCR Backbone_1+2, Slika 17), vstavek 
Insert ter nanj še na 3' koncu odsek Backbone_1+2. S sekvenciranjem smo z začetnim 
oligonukleotidom pQE-F (Preglednica IX) potrdili, da sta se v predvideni orientaciji 
uspešno spojila Backbone_1+2 in insert, se pa je med njiju vključil tudi delček zaporedja 
3. fragmenta, zaporedje iz reakcije z začetnim oligonukleotidom Primer1.1. pa kaže, da sta 
se tako povezana fragmenta povezala še v krožni plazmid. Sekvence zaporedij tega 
konstrukta so predstavljene v poglavju 8, Priloge (8.1.2. Konstrukt 2x aCD19-CAR-3-
GEN+ scFvCD20).  
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Slika 28: Shematski prikaz verjetnega novega konstrukta 2xACD19-CAR-3-GEN+scFvCD20, z označenimi mesti 
naleganja začetnih oligonukleotidov, uporabljenih za sekvenciranje. 
V drugem delu poskusov smo na sekvenciranje poslali vzorce iz treh uspešnih reakcij 
kloniranja. Prva je bila tista, s katero smo klonirali namnoženi produkt PCR, ki je vseboval 
celoten plazmid pcDNA3 in zaporedje za CAR iz plazmida aCD19-CAR-3-GEN, brez 
Kozakovega zaporedja (konstrukt pcDNA3+CAR_brez_Kozaka, agarozna elektroforeza 
konstrukta na Sliki 24, shematski prikaz zaporedja s sekvenciranja na Sliki 29, shematski 
prikaz pričakovanega zaporedja na Sliki 10). Rezultati sekvenciranja teh novih konstruktov 
z začetnim oligonukleotidom Primer pcDNA3_scFvCD19 so pokazali, da njihova celotna 
DNA izvira zgolj iz plazmida pcDNA3, z izjemo zelo kratkega odseka, ki bi lahko pripadal 
plazmidu aCD19-CAR-3-GEN.  Zaporedje nukleotidov, ki smo ga določili s pomočjo 
sekvenciranja z začetnim oligonukleotidom Primer poliA_pcDNA3_1 se sicer v majhnem 
deležu ujema s pričakovanim zaporedjem, vendar pa se je ta začetni oligonukleotid vezal 
nespecifično, zato smo tudi v tem primeru našli pomnoženi odsek, ki pripada plazmidu 
pcDNA3. Ustrezno označeno sekvencirano zaporedje je predstavljneo v poglavju 8, 
Priloge (8.1.3. Konstrukt pcDNA3 + CAR, brez Kozakovega zaporedja).  
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Slika 29: Shematski prikaz verjetnega novega konstrukta pcDNA2+CAR brez Kozakovega zaporedja, z 
označenim mestom naleganja začetnega oligonukleotida, uporabljenega za sekvenciranje. 
Druga dva konstrukta, ki smo ju v tem sklopu poskusov poslali na sekvenciranje, pa smo 
pripravili iz DNA celotnega plazmida pcDNA3 in zaporedja CAR s Kozakovim 
zaporedjem (Slika 26).  Konstrukta sta se že po agarozni elektroforezi vidno razlikovala 
med seboj. Z analizo rezultatov sekvenciranja smo ugotovili, da je prvi v resnici vseboval 
le DNA, ki izvira iz plazmida aCD19-CAR-3-GEN (nukleotidno zaporedje je predstavljno 
v poglavju 8, Priloge:  8.1.4. Konstrukt pcDNA3+CAR s Kozakovim zaporedjem). Za drugi 
konstrukt (njegovega zaporedja nismo predstavili v poglavju Priloge) pa se izkazalo, da se 
je v njem sam vase zlepil produkt PCR iz pcDNA3 z 10 bp dolgim neznanim zaporedjem, 
ki bi zopet lahko potencialno izviralo iz plazmida aCD19-CAR-3-GEN (Slika 29). 
Tretji par konstruktov iz tega sklopa poskusov je bil tisti, ki je vseboval DNA iz plazmida 
pcDNA3 GFP ter zaporedje za CAR, ki ni vsebovalo Kozakovega zaporedja (Slika 25). 
Tudi v tem primeru smo z anlizo sekvenciranja ugotovili, da smo v konstruktih imeli zgolj 
DNA, ki je izvirala iz plazmida pcDNA3 GFP. Razlika glede na prejšnje poskuse pa je bila 
v tem, da smo v nukleotidni sekvenci zasledili fragmente DNA, zlepljene v nepredvidenem 
zaporedju, ob tem pa tudi nekaj podvojenih fragmentov, ponovno prisotnih na 
nepredvidenih mestih (Priloge:  8.1.5. Konstrukt pcDNA3 GFP + CAR brez Kozakovega 
zaporedja). Fragmentirana DNA je bila prisotna v obeh konstruktih, v Priloge pa smo 
uvrstili sekvenco zgolj prvega konstrukta.  
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Naši rezultati jasno dokazujejo, da nam načrtovani poskus, kljub pozitivnim rezultatom 
pomnoževanja fragmentov s PCR (Slike 14-21), ki smo jih nameravali klonirati, ni uspel. 
Težave so se pojavile pri reakciji kloniranja z metodo sestavljanja po Gibsonu, kar nam je 
najprej okvirno pokazala analiza samih novih konstruktov z agarozno elektroforezo, nato 
pa še analiza produktov restrikcijske analize (Slike 22-26) in rezultatov sekvenciranja 
(Poglavje 8, Priloge: 8.1. Rezultati sekvenciranja). Vsi konstrukti so bili manjši od 
pričakovanih velikosti, v nobenem od vzorcev pa tudi nismo dobili pričakovanega vzorca 
ločbe fragmentov po restrikcijski analizi. S prvo reakcijo kloniranja, s katero smo želeli 
pripraviti konstrukt 3x aCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20, so bili vsi anlizirani vzorci novih 
konstruktov močno fragmentirani. Ker pa je bil med ločenimi fragmenti DNA tudi tak, ki 
bi glede na dolžino lahko ustrezal želenemu konstruktu, smo se odločili, da bomo te 
konstrukte uporabili za transformiranje kompetentnih celic. Pri tem smo upali, da bomo 
med bakterijskimi kolonijami izbrali tako, ki bo vsebovala konstrukt prave dolžine. 
Izkazalo se je, da kljub izolaciji pDNA iz kar 8 bakterijskih kolonij nismo pridobili prave 
(rezultati niso prikazani). So pa že rezultati obdelave novih konstruktov iz tega poskusa z 
restrikcijskim encimom (Slika 22) nakazovali, da sta se med kloniranjem povezala zgolj 
fragment, ki je vseboval gen za odpornost proti ampicilinu (Backbone_2) in tisti z 
zaporedjem za scFvCD20 (Insert). Konstrukti po restrikciji in elektroforezi na agroznem 
gelu namreč niso vsebovali najdaljšega pričakovanega fragmenta DNA z dolžino 4000 bp, 
pač pa je bil najdaljši del, ki je izviral iz plazmida aCD19-CAR-3-GEN, dolg le 2500 bp. 
Prav tako so vsi konstrukti po restrikciji vsebovali fragment z dolžino približno 600 bp, ki 
je bil enak tistemu, ki je bil viden na gelu pri pozitivni kontroli restrikcijsko razrezanega 
plazmida scFvCD20 Venus HisTag pFLAG, in bi lahko izhajal le iz zaporedja, ki nosi 
zapis za scFvCD20. Naše predpostavke smo potrdili z analizo rezultatov sekvenciranja 
(Poglavje 8, Priloge: 8.1.1. Konstrukt 3x aCD19-CAR-3-GEN +scFvCD20). Izsledki 
sekvenciranja so pokazali tudi, da bi se lahko za nukelotidnim zaporedjem za scFvCD20 v 
novem konstruktu potencialno nahajalo še dodatno zaporedje, na katerega je nalegal 
uporabljeni začetni oligonukleotid primer 1, pri čemer pa se le-to ne sklada z nobenim 
delom pričakovanega zaporedja v produktu kloniranja. Ker je bil ta rezultat prisoten v zgolj 
enem samem konstruktu od osmih testiranih (izolirani iz 8 bakterijskih kolonij), je zelo 
verjetno, da je bilo naleganje začetnega oligonukleotida v tem primeru zgolj nespecifično. 
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Pri poskusu, kjer smo želeli sestaviti konstrukt 2x aCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20, smo 
prav tako že na osnovi rezultatov agarozne elektroforeze novih konstruktov in njihovih 
fragmentov po restrikcijski analizi sklepali, da sta se med kloniranjem medsebojno 
povezala zgolj fragmenta Backbone_1+2 ter insert. Po restrikciji so namreč vsi vzorci 
vsebovali fragment DNA dolžine 4000 bp, poleg tega tudi fragment dolžine 600 bp, ki je 
vseboval zapis za scFvCD20, manjkali pa so nekateri drugi, pričakovani fragmenti (Slika 
23). Rezultati sekvenciranja z uporabo začetnega oligonukleotida primer 1.1 nakazujejo, 
da sta se v tem poskusu fragmeta Insert na 3' in Backbone_1+2 na 5' koncu (Poglavje 8, 
Priloge: 8.1.2. Konstrukt 2x aCD19-CAR-3-GEN+Venus His Tag), medsebojno povezala v 
krožni plazmid (Slika 28). Tega sicer ne moremo z gotovostjo potrditi, saj smo začetni 
oligonukleotid za sekvenciranje postavili le 5 bp stran od zaporedja, ki je še del območja 
prekrivanja z začetnim oligonukleotidom za pomnoževanje odseka Backbone_1+2. To 5bp 
dolgo vrzel pa bi lahko polimeraza pri sekvenciranju pravilno dopolnila zgolj slučajno. 
Pri analizi vzorcev restrikcijske reakcije z agarozno gelsko elektroforezo smo v vseh 
vzorcih opazili, da restrikcijski encim ni rezal vse DNA, saj smo na fotografijah gelov 
opazili precej intenzivne lise enake dolžine kot pri vzorcu plazmidne DNA novega 
konstrukta (Slika 22). To nakazuje, da pogoji restrikcijskih reakcij niso bili najbolj 
optimalni. To smo potrdili z analizo števila vseh nastalih lis fragmentov DNA na 
agaroznem gelu po reakciji restrikcije v vseh vzorcih novih konstruktov, kjer smo 
ugotovili, da je njihovo število manjše od pričakovanega, največji primanjkljaj pa je bil pri 
fragmentih, krajših od 500 bp. 
Dodatna analiza nukleotidnega zaporedja v prekrivajočem se delu začetnega 
oligonukleotida, ki smo ga uporabili za pomnoževanje 3. odseka za izdelavo konstrukta 3x 
aCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20 oz. 2. odseka za konstrukt 2x aCD19-CAR-3-
GEN+scFvCD20 (Backbone_3_Forward, glej Preglednica V) je razkrila, da vsebuje 
zaporedje v smernem začetnem oligonukleotidu lasnico, ki ima Tm šele pri 50,9 °C, kar je 
višje kot temperatura, pri kateri je potekala reakcija sestavljanja po Gibsonu. Zato 
prekrivajoče zaporedje začetnega oligonukleotida ostane v obliki lasnice, kar prepreči, da 
bi se ta del DNA povezal s komplementarnim zaporedjem sosednjega odseka, to pa 
posledično vodi v neuspelo reakcijo (vir: oligo analyzer, ITD) (29). 
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Slika 30:A:  Lasnica, ki nastane v prekrivajočem odseku začetnega oligonukleotida Backbone_3_forward, s Tm = 
50,9 °C (vir: oligoanalyzer, ITD). B: lasnica, ki nastane v prekrivajočem odseku začetnega oligonukleotida 
Backbone_3_reverse, s Tm = 48,6 °C (vir: oligoanalyzer, ITD) (29). 
 
Prav tako je dodatna analiza prekrivajočega se dela obratnosmernega začetnega 
oligonukleotida (Backbone_3_Reverse, glej Preglednica V), ki smo ga uporabili za 
pomnoževanje 3. odseka za izdelavo konstrukta 3x aCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20 oz. 2. 
odseka za konstrukt 2xaCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20 razkrila, da ta vsebuje zaporedja, 
ki bi se med seboj lahko komplementarno povezala in tako tvorila lasnico, ki pa bi imela 
sicer nekoliko nižjo Tm, in sicer 48,6 °C. Vendar pa, zaradi  velike bližine temperaturi, pri 
kateri je potekalo sestavljanje (50 °C), tudi v tem primeru obstaja precej velika verjetnost, 
da je to zaporedje DNA v obliki lasnice ter zato nedostopno za naleganje na 
komplementarno območje na sosednjem fragmentu DNA.  
Na osnovi teh ugotovitev lahko torej pojasnimo, zakaj se omenjeni fragment DNA pri 
nobeni od reakcij ni vključil v končni konstrukt. V kolikor bi namreč bilo prekrivajoče se 
zaporedje vsaj enega od obeh začetnih oligonukleotidov tako, da pri 50 °C ne bi več 
vsebovalo lasnic, bi obstajala možnost, da bi se ta fragment vsaj z ene od strani uspešno 
integriral v končni konstrukt. Tej oviri, ki je v našemu prvemu poskusu predstavljala 
glavni razlog za neuspešno kloniranje, bi se lahko na eni strani vključevanja fragmenta v 
končni konstrukt izognili tako, da bi izbrali drugo mesto fragmentiranja plazmida aCD19-
CAR-3-GEN. Premaknili bi ga npr. lahko bolj v smeri 5' ali 3', odvisno od samega 
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zaporedja DNA, in skušali najti optimalnejše mesto za naleganje začetnega 
oligonukleotida. Na strani protismernega začetnega oligonukleotida pa žal nimamo takšne 
fleksibilnosti, saj njegov prekrivajoči del nalega na vstavek oz. zaporedje za scFvCD20, 
kjer pa premikanje začetnih oligonukleotidov, s katerimi smo omejili zaporedje vključka za 
pomnoževanje, ne pride v upoštev. Premik začetnega oligonukleotida bi namreč povzročil, 
da bi v kodirajoče zaporedje uvedli dodatne nukleotide, s tem pa  dodatne aminokisline, 
kar bi porušilo sekundarno in terciarno strukturo proteina scFvCD20 oz.  njegovega 
soležečega proteina CD8 ter s tem njuno funkcijo v CAR. Če pa bi se že odločili za to 
možnost in pri tem obvezno testirali, ali prisotnost dodatnih aminokislin v katerem od 
strukturnih delov CAR vpliva na njegovo funkcijo, bi moral biti tak premik v številu 
dodatnih nukleotidov v obliki večkratnika števila 3, sicer bi v konstrukt vnesli tudi zamik 
bralnega okvirja. Boljša rešitev bi bila npr., da bi uporabili zaporedje za scFvCD20 iz 
drugega specifičenega protitelesa, usmerjenega proti CD20, ali pa, da bi se popolnoma 
izognili uporabi scFv in se raje preusmerili na uporabo nanoprotiteles v samem CAR. Še 
bolj očitna rešitev te težave, ki pa žal v našem primeru ne bi bila izvedljiva, bi bila 
vključitev prekrivajočega zaporedja (ang. overhang) na tisti začetni oligonukleotid, ki 
pomnožuje vstavek (Insert_Forward). Težava v tem primeru je, da imamo tudi tukaj tako 
zaporedje, ki, če bi se npr. odločili za 35 bp dolgo prekrivajoče zaporedje, tvori lasnice s 
Tm 51,6°C (vir: oligoanalyzer, ITD) (29). Poskusili bi morda lahko še z dodatkom 
prekrivajočega zaporedja na oba nukleotidna začetnika, in sicer na tistega, ki pomnožuje 
vstavek (Insert_Forward) in tistega, ki pomnožuje 3. fragment plazmida aCD19-CAR-3-
GEN (Backbone_3_Reverse), s čimer bi obe prekrivajoči zaporedji nekoliko skrajšali in 
tako potencialno nastalim lasnicam zmanjšali temperaturo tališča. 
Z uporabo nanoprotiteles bi se zagotovo izognili številnim težavam uporabe scFv. Znano je 
namreč, da lahko scFv ob odcepu iz izvornega protitelesa izgubi svojo afiniteto, sama 
proizvodnja scFv pa je tudi precej težavna, predvsem z vidika izbire optimalnega vmesnika 
(ang. spacer) in orientacije variabilnega dela lahke in težke verige. Poleg tega lahko z 
uporabo scFv,  ki izvirajo iz mišjih protiteles, izzovemo močan imunski odziv, težavni so 
pa tudi z vidika njihove agregacije na površini limfocitov, kar vodi do prehitrega iztrošenja 
terapevtskih celic CAR T (30).  
Če bi se izkazalo, da je kljub vsemu uporaba scFVCD20 najbolj optimalna s terapevtskega 
vidika, bi nam preostala možnost, da poskusimo klonirati s katero od drugih metod, ki ne 
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temeljijo na pomnoževanju fragmentov DNA z začetnimi oligonukleotidi s prekrivajočimi 
zaporedji, npr. s postopkom  kloniranja »Golden Gate«. Ta metoda temelji na uporabi 
restrikcijskih endonukleaz tipa IIS, ki režejo DNA na področju, ki se nahaja stran od 
prepoznavnega mesta. Ta način restrikcije nam torej omogoča rezanje DNA neodvisno od 
zaporedja, seveda pod pogojem, da imamo v bližini prepoznavno mesto za restrikcijsko 
endonukleazo tipa IIS. Tudi v tem primeru je potrebno kar nekaj natančnega načrtovanja, 
postopek pa bi lahko bil težaven z vidika zagotavljanja konstrukta »brez šivov«, kar je, 
glede na to, da imamo opravka s fuzijskim proteinom, pravzaprav nujno (31). Drug 
alternativen pristop, ki bi ga lahko uporabili pri kloniranju, bi lahko bila uporaba katere od 
metod, ki vključuje uporabo začetnih oligonukleotidov s previsi, pri čemer pa bi bilo 
nujno, da bi korak sestavljanja fragmentov DNA, ki jih želimo klonirati, potekal pri 
temperaturi, ki je >60°C. Primera sta npr.: i) metoda sestavljanja po Gibsonu v dveh 
korakih, kjer po začetni eksonukleazni aktivnosti reakcijsko mešanico inaktiviramo s 
segrevanjem na 75°C, čemur sledi ohlajanje na 60°C in pri tem poravnava 
komplementarnih enoveržnih koncev fragmentov DNA, ter ii) metoda sestavljanja po 
Gibsonu v enem koraku, kjer najprej endonukleaza deluje pri 37 °C, nato pa sledijo njena 
inaktivacija pri 75 °C in aktivacija encima Taq-pol, ki je bil predhodno vezan na protitelo, 
ter nadaljnje povezovanje fragmentov, podaljševanje in povezovanje oz. ligacija pri 60 °C 
(12).  
Pri naših rezultatih je zanimivo tudi dejstvo, da sta se v okviru prvega dela poskusa med 
seboj povezala dva fragmenta, ki na mestu njunega povezovanja sploh nimata začetnega 
oligonukleotida s previsom, in sicer Backbone_2_Reverse in Insert_Forward. Podrobnejša 
analiza sekvenc naših novih konstruktov je razkrila, da je do tega prišlo zato, ker sta na 
njuna konca med reakcijo kloniranja zaradi eksonukleazne aktivnosti encima T5 nalegala 
začetna oligonukleotida, ki sta imela na svojih območjih previsa homologno zaporedje s 
tistim na zaporedju fragmenta (Backbone_3_Reverse in Backbone_3_Forward). V isti 
reakciji pa je nato lahko ligaza zakrpala presledek med začetnim oligonukleotidom in 
fragmentom, pri čemer smo dobili navidezen vstavek dela 3. fragmenta med vstavek in 2. 
fragment, ki pa v resnici izhaja zgolj iz začetnega oligonukleotida. Temu pojavu bi se 
lahko izognili tako, da bi pomnožke PCR po njihovi elektroforezni ločbi pred uporabo v 
reakciji sestavljanja ustrezno izolirali iz agaroznega gela, saj samo z uporabo 
restrikcijskega encima DpnI odvečnih začetnih oligonukleotidov ne moremo odstraniti. 
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Našo utemeljitev nepravilnega povezovanja fragmentov v okviru prvega dela poskusa, s 
prisotnostjo lasnic v previsnem delu začetnega oligonukleotida, bi do določene mere lahko 
izpodbil rezultat sekvenciranja konstrukta 2x aCD19-CAR-3-GEN z uporabo začetnega 
oligonukleotida Primer 1.1. Ta je namreč pokazal, da se je prvi fragment iz plazmida 
aCD19-CAR-3-GEN, kljub prisotnosti lasnice s Tm 51,2°C (vir: oligo analyzer, ITD (29)) 
na smernem začetnem oligonukleotidu povezal z vključkom z zaporedjem za scFvCD20. 
Proces povezovanja fragmentov DNA je bil v tej točki verjetno, kljub sferični oviri na 
previsu, olajšan zaradi že obstoječe povezave med fragmentoma Backbone_1+2 in Insert, 
to pa je mesto povezovanja na drugi strani prostorsko približalo in s tem povečalo 
verjetnost, da se bo ob ugodnem trenutku, ko bo lasnica med reakcijo kloniranja do 
določene mere sproščena, med fragmentoma prišlo najprej do naleganja, v naslednji fazi pa  
do nastanka kovalentne vezi. 
V primeru ponavljanja poskusa z uporabo omenjene druge strategije bi bila potrebna tudi 
ponovna analiza anotacije plazmidov, ki smo jih pri uporabili pri našem delu. Opazili smo 
namreč, da se v plazmidu Venus HisTag pFLAG zaporedje za scFvCD20 začne že 1 bp 
prej, kot je bilo to anotirano, zato je bila posledično zaporedje, ki smo ga z začetnimi 
oligonukleotidi zajeli, prekratko, sočasno pa smo na tem mestu tudi za 1 bp zamaknili 
bralni okvir kodirajoče sekvence. Tako bi ribosom v primeru, da bi prišli do stopnje, ko bi 
naš plazmid vstavili v ekspresijski sistem, predčasno naletel na stop kodon in dobili bi 
prekratek protein, ki bi zaradi zamika bralnega okvirja in posledične vsebnosti nepravilnih 
aminokislin bil v celoti nefunkcionalen. 
Vsi poskusi, ki smo jih opravili v okviru magistrske naloge, so temeljili na cilju, da 
zaporedje za CAR preuredimo znotraj določenega plazmida ali pa ga premestimo v drug 
plazmid. Če bi sprejeli predpostavko, da bi ena od predlaganih rešitev omogočila 
zamenjavo zaporedja za scFvCD19 za scFvC20 znotraj matičnega transpozonskega 
plazmida aCD19-CAR-3-GEN, bi lahko uporabnost produkta še bolj povečali tako, da bi 
zaporedje za CAR prestavili v drugo obliko DNA, npr. dbDNA (ang. doggybone DNA). 
Genski prenos s plazmidno DNA je namreč problematičen pri izpolnjevanju kriterijev 
regulatornih organov za odobritev določenega zdravila. Pri tem predstavljajo največje 
težave predvsem: možnost horizontalnega prenosa genov za rezistenco na antibiotike iz 
plazmidne DNA v patogene bakterije; nemetilirana plazmidna DNA, ki lahko v telesu 
pacienta povzroči imunski odziv, vedno pa obstaja tudi majhna možnost, da se bo tarčni 
Magistrsko delo, Mirjam Krašna, Magistrski študijski program Laboratorijska biomedicina, 




gen ob pomnoževanju v bakterijskih celicah rekombiniral v genomsko DNA bakterije. 
Poleg tega je potrebna stalna kontrola nad morebitno prisotnostjo endotoksinov. Vsem 
opisanim težavam se lahko izognemo z uporabo prej omenjene doggybone DNA (dbDNA), 
ki je  majhna linearna DNA, ki jo lahko encimsko namnožimo in vitro in ima v primerjavi 
s plazmidno DNA tudi nižje stroške proizvodnje. dbDNA so že uspešno uporabili za 
elektroporacijo primarnih limfocitov T z dvema vektorjema dbDNA, in sicer  enim z 
zapisom za transpozazo piggybac in drugim z zapisom za CAR19. Izražanje CAR19 na 
površini limfocitov T je bilo neodvisno od vrste vektorja (plazmidna DNA ali dbDBA),  
uporabljenega za transdukcijo celic T (18). 
V okviru drugega dela poskusa, ki je predstavljal alternativni pristop h kloniranju 
zaporedja za scFvCD20 v plazmid aCD19-CAR-3-GEN, z vmesnim korakom kloniranja 
celotnega zaporedja za CAR v plazmid pcDNA3 oz. pcDNA3 GFP, smo eksperimente 
izvedli v 4 paralelkah. V zaporedje za CAR smo želeli vključiti tudi soležeče Kozakovo 
zaporedje, ki pa vsebuje na predelu, ki bi ga z začetnim oligonukleotidom pomnoževali, 
velik delež citozina in gvanina. Zato smo se odločili, da bomo en poskus kloniranja izvedli 
tudi brez tega zaporedja pred zaporedjem za CAR in nato opazovali razlike v izražanju 
proteina. Odločili smo se tudi, da bomo zaporedje za CAR, z in brez Kozakovega 
zaporedja, vzporedno klonirali v plazmida pcDNA3 in pcDNA3 GFP. Želeli smo namreč 
pridobiti tudi nekaj konstruktov, katerih izražanje bi lahko v celicah spremljali vizualno, s 
pomočjo fluorescenčnega mikroskopa. 
Rezultati drugega dela poskusa so pokazali, da smo po kloniranju, kjer smo združevali 
plazmid pcDNA3 z zaporedjem za CAR brez Kozakovega zaporedja (analiza produktov 
PCR na Sliki 18, analiza novega konstrukta na Sliki 24, shema pričakovanega konstrukta 
na Sliki 11)  in po kloniranju, kjer smo združevali pcDNA3 z zaporedjem za CAR s 
Kozakovim zaporedjem (analiza produktov PCR na Slikah 20 in 21, analiza novega 
konstrukta na Sliki 26, shema pričakovanega konstrukna na Sliki 10), zaznali le ozadje.  V 
celice DH5α se nam je transformiral zgolj plazmid, ki smo ga uporabili za pomnoževanje 
PCR tarčnih odsekov, ki smo jih želeli uporabiti za kloniranje, ali pa le s pomnoževanjem 
PCR odprti plazmid brez vstavka. Vzrok za to je najverjetneje v tem, da plazmidne DNA 
(pDNA) pred reakcijo PCR nismo redčili in smo jo zato imeli v reakcijski zmesi precej 
več, kot smo je potrebovali. Ta pristop smo uporabili zaradi poenostavitve poskusa in tudi 
zato, ker smo predvidevali, da večja količina pDNA ne bi smela signifikantno vplivati na 
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rezultat, saj smo računali, da se bomo njene odvečne količine rešili z uporabo 
restrikcijskega encima DpnI. Ta namreč selektivno reže metilirano DNA, torej tisto, ki ni 
nastala s pomnoževanjem s PCR. Prisotnost večje količine pDNA v vzorcih, v primerjavi s 
prejšnjimi poskusi, smo upoštevali tudi pri reakciji restrikcije, saj smo jih inkubirali 5 
minut dlje na 37°C. Če bi želeli še kdaj uporabiti ta pristop, bi morali poleg optimizaciji 
časa inkubacije z restrikcijskim encimom nadzorovati tudi količino pDNA. Sicer pa je bila 
težava prisotna  le pri reakciji PCR, s katero smo pomnoževali zaporedja za CAR, saj so 
konstrukti, ki so večinoma izhajali iz plazmida pcDNA3, vsebovali tudi nekaj neznane 
DNA, ki je verjetno izvirala iz plazmida aCD19-CAR-3-GEN. Konstrukt, ki je v celoti 
izviral iz plazmida aCD19-CAR-3-GEN, pa je verjetno vseboval zaporedje celotnega 
izvornega plazmida, saj zaporedje, ki bi ga morali predvideno namnožiti iz plazmida, ni 
vsebovala zaporedja, k nosi gen za rezistenco na ampicilin, to pa pomeni, da po vnosu v 
kompetentne celice DH5α kolonija na gojišču ne bi zrastla. 
Drugi dejavnik, ki bi lahko bil vzrok za neuspešnost reakcij kloniranja v okviru drugega 
dela poskusa, pa je dejstvo, da se nismo v celoti držali navodil proizvajalca reagenčnega 
kompleta Gibson Assebly Kit glede količine DNA produktov PCR, namenjenih kloniranju.  
Proizvajalec namreč predlaga, da v primeru, ko kloniramo eno zaporedje DNA ogrodja z 
enim samim vstavkom (insertom), uporabimo dvakratni masni presežek količine DNA 
inserta, glede na količino DNA ogrodja. Mi pa smo uporabili dvakratni molarni presežek 
DNA vstavka, kar je z vidika mase pomenilo, da smo imeli v reakcijski zmesi vstavka v 
resnici nekoliko manj kot ogrodja. To so do določene mere potrdili tudi rezultati. Ker v 
reakciji kloniranja, kjer je bil cilj pripraviti plazmid pcDNA3+CAR brez Kozakovega 
zaporedja, količine DNA, ki smo jo uporabili, niso bile takšne, kot jih predpisujejo 
navodila proizvajalca,  je v celice DH5α vstopila le tista DNA, ki je bila v presežku, in 
sicer pomnožena plazmidna pcDNA3. V poskusu, kjer smo želeli pripraviti plazmid 
pcDNA3 + CAR s Kozakovim zaporedjem, smo to napako, ki smo jo naredili v prejšnjih 
poskusih, opazili in količine DNA, ki smo jih uporabili, preračunali skladno s  priporočili. 
Rezultati sekvenciranja konstruktov oz. plazmidov, vstavljenih v kompetentne celice 
DH5α so nam v tem primeru pokazali, da smo iz ene bakterijske kolonije izolirali z 
reakcijo PCR odprto DNA plazmida pcDNA3, iz druge pa izvorno DNA plazmida aCD19-
CAR-3-GEN. Zastopanost DNA iz obeh fragmentov bi bila tokrat, seveda če bi se nam v 
koraku restrikcije z restrikcijskim encimom DpnI uspelo znebili vse izvorne DNA, 
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ustrezna, s tem pa bi zagotovili primernejše pogoje, da bi se dolžinsko krajši vstavek v 
reakcijski mešanici sestavil z zaporedjem ogrodja. Izpostaviti pa moramo tudi dejstvo, da 
je zaradi načrta poskusa, ki je po transformaciji novih konstruktov zaradi težav pri uporabi 
reagenčnega kompleta MINI kit (Nippon) in posledični uporabi kompleta MIDI (Qiagen), 
predvidel izolacijo zgolj dveh novih konstruktov, vzorec izoliranih konstruktov preveč 
majhen, da bi imeli realnejši vpogled v to, kaj se je v sami reakciji kloniranja dejansko 
dogajalo.  
Pri eni reakciji kloniranja v okviru drugega dela poskusa, in sicer tisti, s katero smo želeli 
pridobiti konstrukt pcDNA3+CAR brez Kozakovega zaporedja (analiza produkta PCR na 
Sliki 18, analiza konstrukta z agarozno elektroforezo na Sliki 24, shema pričakovanega 
konstrukta na Sliki 11) smo opazili, da so tisti konstrukti, ki so skoraj v celoti vsebovali 
DNA iz plazmida pcDNA3, vsebovali tudi delček neznane DNA (glej Slika 28). Ta bi, 
glede na zaporedje, lahko izviral iz plazmida aCD19-CAR-3-GEN oz. natančneje, po vsej 
verjetnosti iz previsa obratnosmernega začetnega oligonukleotida, ki je med reakcijo 
kloniranja nalegal na zaporedje iz plazmida pcDNA3 in se pozneje z njim tudi kovalentno 
povezal. Enak pojav smo opazili tudi v okviru prvega dela poskusa. Predvidevamo, da se 
enako zaporedje nahaja tudi na mestu ponovnega združevanja produkta PCR, ki izvida iz 
plazmida pcDNA3, in sicer pri konstruktu pcDNA3+CAR s Kozakovim zaporedjem 
(analiza konstrukta z agarozno elektroforezo na Sliki 16), vandar tega žal ne moremo 
potrditi zaradi neprevidnosti, ki smo jo izkazali pri načrtovanju začetnih oligonukleotidov 
za sekvenciranje. 
Zadnja reakcija kloniranja, s katero smo v drugem delu poskusa dobili pozitiven rezultat po 
transformaciji kompetentnih celic DH5α z reakcijsko mešanico za kloniranje, je bila tista, s 
katero smo klonirali konstrukt pcDNA3 GFP+CAR, brez Kozakovega zaporedja (analiza 
produktov PCR na Slikah 18-19, analiza novega konstrukta na Sliki 25, shema 
pričakovanega novega konstrukta na Sliki 13).  Ugotovili smo (poglavje 8, Priloge: 8.1.5. 
Konstrukt pcDNA3 GFP +  CAR brez Kozakovega zaporedja), da smo po kloniranju tega 
konstrukta dobili zelo zanimivo zaporedje, ki ga sestavlja veliko fragmentov, ki izvirajo iz 
plazmida pcDNA3 GFP. Povezalo se je celo nekaj enakih fragmentov, in sicer zaporedno 
med seboj. Ker pa so vsi ti fragmenti zelo majhni in ne vsebujejo previsnega območja 
katerega od začetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili za pomnoževanje PCR, je zelo 
verjetna razlaga, da gre v resnici le za en produkt PCR, ki je nastal zaradi nepravilnega 
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delovanja polimeraze. Morda je prišlo do njenega zdrsa na določenem območju z večjim 
deležem citozina in gvanina, kar je imelo za posledico večkratni prepis istega zaporedja. 
Ker pa so bile te ponovitve prepisa razmeroma kratke, tega nismo mogli zaznati z agarozno 
gelsko elektroforezo (Slika 18, položaj 2 in Slika 19, položaj 5), ki pa je pokazala, da bi 
morala biti prepisa DNA obeh fragmentov precej specifična. 
Namen reakcij kloniranja v drugem delu poskusa je bil, da zaporedje za CAR vnesemo v 
plazmid brez uporabe obrnjenih tandemskih ponovitev (ITR), saj smo predvidevali, da so 
nam težave pri popolnem kloniranju v prvem poskusu povzročale prav ITR, ki vsebujejo 
veliko ponovitev,. Te so lahko problematične tako z vidika pomnoževanja s PCR kot tudi 
nadaljnjega  sestavljanja. Ker pa smo prvi del poskusa načrtovali tako, da smo plazmid 
aCD19-CAR-3-GEN razdelili na več fragmentov tako, da nikjer ob prelomu nismo imeli 
ITR, težav pri kloniranju zaradi prej omenjenega vzroka načeloma ne bi smeli imeti. 
Potencialne težave z vidika pomnoževanja s PCR pa se pri naših poskusih tudi niso 
pojavile, saj so bili vsi pomnožki PCR, ki smo jih uporabili v reakcijah kloniranja, zelo 
specifični in točno takih dolžin, kot smo pričakovali. Obstaja sicer možnost, da je pri 
pomnoževanju zaradi ponovitev v zaporedju DNA prišlo do minimalnega zdrsa 
polimeraze, vendar pa to ni povzročilo signifikantnih razlik v dolžinah pomnoženih 
odsekov. Poleg tega pa smo odseke pomnoževali v več paralelkah in bi se v primerih, kjer 
bi do takega zdrsa resnično prišlo, to pokazalo na nivoju ponovljivosti poskusov.  
Tudi če bi nam drugi del poskusa uspel in bi lahko uspešno nadaljevali z načrtovano drugo 
fazo, to je zamenjavo zaporedja za scFvCD19 z zaporedjem za scFvCD20, bi bil naš 
konstrukt klinično neuporaben, saj ne bi vseboval ITR. Slednji so namreč ključnega 
pomena za integracijo zaporedja v genomsko DNA limfocitov T, po sočasni elektroporaciji 
konstrukta s plazmidom Piggybac, ki vsebuje zapis za encim transpozazo. Posledica 
uspešne elektroporacije načrtovanega konstrukta v tarčne limfocite T bi torej bilo le 
prehodno izražanje pDNA, ki bi se v njih nahajala episomalno in se zaradi odsotnosti 
evkariontskih celičnih mehanizmov, ki bi znali pomnoževati pDNA, ne bi prenašala v 
hčerinske celice.  
Na spletu je trenutno dostopnih več plačljivih programov za obdelavo rezultatov 
sekvenciranja, z enomesečno brezplačno poskusno dobo za uporabnika. Mi smo se odločili 
za uporabo brezplačnega programa Nucleotide BLAST, ki je dostopen na spletni strani 
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NCBI (ang. National Center for Biotechnology Information). Njegova slabost je, da ni 
zmožen prepoznati podobnosti kratkega nukleotidnega zaporedja z zaporedjem, s katerim 
ga primerjamo. Ta pomanjkljivost se pokaže npr. takrat, ko načrtujemo mesto naleganja 
začetnega oligonukleotida za sekvenciranje preveč blizu (<30 bp) mesta, kjer bi se pri 
kloniranju morala povezati dva fragmenta. Pravilnost sekvence novih konstruktov smo s 
pomočjo programa preverjali tako, da smo jo primerjali s teoretično sekvenco tega 
konstrukta. V primeru, ko bi se nam v novem konstruktu povezala dva fragmenta, ki se 
sicer ne bi smela, bi s sekvenciranjem po uporabi začetnega oligonukleotida ugotovili 
prisotnost kratkega odseka fragmenta, kamor nalega začetni oligonukleotid, poleg tega pa 
tudi prisotnost fragmenta, ki se je povezal z njim. Če bo začetni oligonukleotid za 
sekvenciranje nalegal bližje kot 30bp stran od mesta povezovanja fragmentov, bo program 
Nucleotide BLAST ob primerjavi zaporedij prepoznal le daljši sekvenciran fragment, 
tistega, na katerega je nalegal začetni oligonukleotid, pa ne. Glede na to, da lahko z metodo 
kapilarne elektroforezo zanesljivo sekvenciramo zaporedje z dolžino 1000 bp, bi bilo 
optimalno načrtovati take začetne oligonukleotide za sekvenciranje, ki bodo nalegali vsaj 
31 bp in manj kot 500 bp (da dobimo pri sekvenciranju še del sekvence iz sosednjega 
fragmenta) stran od mesta povezovanja fragmentov.  
Če bi nam uspel prvotni načrt zamenjave zaporedja za scFvCD19 z zaporedjem za 
scFvCD20 v plazmidu aCD19-CAR-3-GEN, bi tako  pridobili izjemen izhodni material za 
nadaljnje poskuse elektroporacije plazmida, najprej v celice človeške T-celične linije 
Jurkat, in sicer v kombinaciji s plazmidom, ki nosi zapis za transpozazo, PiggyBac, nato pa 
še v limfocite T iz periferne krvi. To bi nam omogočilo spremljanje uspešnosti izražanja 
proteinov in kasneje tudi morebiten prenos tehnolgije na živalske modele. Cilj razvoja 
varne, trajne in učinkovite adoptivne celične terapije z lastnimi limfociti T s CAR, 
usmerjenimi proti antigenu CD20, se trenutno trudi doseči več ustanov širom sveta. Ko bo 
ta cilj dosežen, bo dopolnjena že obstoječa, s strani FDA dobrena adoptivna celična 
terapija CAR T, katere cilj je prepoznavanje antigena CD19 na rakavih celicah. 
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Tako kot smo predvideli, nam eksperiment kloniranja zaporedja za scFvCD20 v plazmid 
aCD19-CAR-3-GEN ni uspel zaradi visokega deleža nukleotidov citozina in gvanina, in 
sicer v tistih zaporedjih izvornih plazmidov, ki so bistvenega pomena za kloniranje. Z 
dodatnim korakom kloniranja, to je z vnosom  zaporedja za CAR v plazmid pcDNA3 oz. 
pcDNA3 GFP smo predvidevali, da bomo to težavo nekoliko zmanjšali in na koncu vseeno 
prišli do želenega konstrukta, vendar pa smo se tudi pri tem pristopu soočali s težavami, ki 
pa so bile tokrat predvsem posledica naših napak pri izvedbi poskusa. 
Pri našem delu smo ugotovili naslednje: 
 Prisotnost lasnic na previsnem delu obeh začetnih oligonukleotidov za 
pomnoževanje fragmenta, ki ga želimo vgraditi v vektor, praktično popolnoma onemogoči 
njegovo vključitev ob uporabi metode kloniranja  sestavljanje po Gibsonu. To je tudi 
razlog, zakaj nam ni uspelo potrditi prve delovne hipoteze, da bo kloniranje potekalo brez 
težav. Če je lasnica prisotna le na enem od začetnih oligonukleotidov za fragment DNA, ki 
ga želimo vključiti v konstrukt, se bo ta lahko, zaradi prostorske bližine, tudi na področju 
lasnice pravilno poravnal s komplementarnim zaporedjem sosednjega fragmenta.  
 Fragmenti DNA znotraj konstrukta, ki ne vsebujejo previsa, in se s sosednjim 
fragmentom s previsom niso povezali, se lahko zaradi delovanja eksonukleaze med 
sestavljanje po Gibsonu povežejo s prostim začetnim oligonukleotidom s 
komplemetnarnim previsom.  
 Bistvenega pomena je, da pri kloniranju upoštevamo protokol proizvajalca 
reagenčnega kompleta in skušamo v vseh korakih eksperimenta vzdrževati minimalno 
potrebno koncentracijo plazmidne DNA, iz katere črpamo fragmente. 
 Za vsako nukleotidno zaporedje, ki jo načrtujemo oz. pregledujemo, moramo 
skrbno preveriti, ali je res pravilno anotirana. 
 Če za analizo sekvenciranih zaporedij konstruktov uporabljamo brezplačni spletni 
program Nucleotide BLAST, moramo biti pozorni, da začetne oligonukleotide za 
sekvenciranje načrtujemo tako, da nalegajo najmanj 30 bp stran od območja, kjer se 
povezujeta fragmenta v teoretičnem novem konstruktu. 
 Z optimizacijo reakcije PCR smo dobili želene produkte PCR, kar je potrdilo našo 
drugo delovno hipotezo. 
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8.1. Rezultati sekvenciranja 
8.1.1. Konstrukt 3x aCD19-CAR-3-GEN + scFvCD20 
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Legenda: rumeno obarvana sekvenca- DNA izhaja iz plazmida scFvCD20 Venus HisTag pFLAG       
    Rdeče označena sekvenca – DNA izhaja iz plazmida ACD19-CAR-3-GEN – 2. fragment 
    Zeleno označena sekvenca – DNA izhaja iz plazmida ACD19-CAR-3-GEN – 3. fragment 
   Sivo označena sekvenca - rezultat sekvenciranja ni več zanesljiv 
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Legenda: rumeno obarvana sekvenca- DNA izhaja iz plazmida scFvCD20 Venus HisTag pFLAG     
    Modro obarvana sekvenca – DNA izhaja iz plazmida aCD19-CAR-3-GEN  
               Sivo označena sekvenca - rezultat sekvenciranja ni več zanesljiv 
8.1.2. Konstrukt 2x aCD19-CAR-3-GEN+scFvCD20 
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Legenda: rumeno obarvana sekvenca-DNA izhaja iz plazmida scFvCD20 Venus HisTag pFLAG       
    Zeleno označena sekvenca – DNA izhaja iz plazmida ACD19-CAR-3-GEN – 1. fragment 
    Oranžno označena sekvenca – DNA izhaja iz plazmida ACD19-CAR-3-GEN – 2. 
fragment 
    Sivo označena sekvenca - rezultat sekvenciranja ni več zanesljiv 
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Legenda: rumeno obarvana sekvenca - DNA izhaja iz plazmida scFvCD20 Venus HisTag pFLAG       
    Zeleno označena sekvenca – DNA izhaja iz plazmida ACD19-CAR-3-GEN – 1. fragment 
   Sivo označena sekvenca - rezultat sekvenciranja ni več zanesljiv   
8.1.3. Konstrukt pcDNA3 + CAR brez Kozakovega zaporedja 
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Legenda: rožnato obarvana sekvenca – zaporedje DNA izhaja iz plazmida ACD19-CAR-3-GEN 
    Oranžno označena sekvenca – zaporedje DNA izhaja iz plazmida pcDNA3 
   Sivo označena sekvenca - rezultat sekveniranja ni več zanesljiv   
 
Začetni oligonukleotid poliA-pcDNA3_1 
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Legenda: rožnato obarvana sekvenca – zaporedje DNA izhaja iz plazmida ACD19-CAR-3-GEN 
    Oranžno označena sekvenca – zaporedje DNA izhaja iz plazmida pcDNA3 
   Sivo označena sekvenca - rezultat sekvenciranja ni več zanesljiv 
   
8.1.4. Konstrukt pcDNA3+CAR s Kozakovim zaporedjem 
Začetni oligonukleotid Primer pcDNA3-CD19 
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Legenda: rožnato obarvana sekvenca – zaporedje DNA izhaja iz plazmida ACD19-CAR-3-GEN 
    Oranžno označena sekvenca – zaporedje DNA izhaja iz plazmida pcDNA3 
   Sivo označena sekvenca - rezultat sekvenciranja ni več zanesljiv   
 
Začetni oligonukleotid Primer poliA-pcDNA3 
5'-TCCACTGGGGATTCTTTCTAGGTTTTCTGGATCAGGCTACGGGACCGACT 
TCCTACCCTCACGATTAGCAATCTTGAGCAGGAGGATATAGCCACATATT 
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Legenda: rožnato obarvana sekvenca – zaporedje DNA izhaja iz plazmida ACD19-CAR-3-GEN 
    Oranžno označena sekvenca – zaporedje DNA izhaja iz plazmida pcDNA3 
   Sivo označena sekvenca- rezultat sekvenciranja ni več zanesljiv   
 
8.1.5. Konstrukt pcDNA3 GFP + CAR brez Kozakovega zaporedja 
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Legenda: rožnato obarvana sekvenca – zaporedje DNA izhaja iz plazmida ACD19-CAR-3-GEN 
Oranžno označena in vse ostale obarvane sekvence– zaporedje DNA izhaja iz               
plazmida pcDNA3 
   Sivo označena sekvenca - rezultat sekvenciranja ni več zanesljiv   
 
